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GLOSARIO

ACLIMATACIÓN: es el proceso por el cual un organismo se adapta
fisiológicamente a los cambios en su medio ambiente, que en general tienen
relación directa con el clima. Se suele usar este término para referirse a procesos
que ocurren durante un período de tiempo corto, como la vida de un organismo
individual o grupo.

ANOVA: En estadística, análisis de varianza (ANOVA). El análisis de varianza
sirve para comparar si los valores de un conjunto de datos numéricos son
significativamente distintos a los valores de otro o más conjuntos de datos. El
procedimiento para comparar estos valores está basado en la varianza global
observada en los grupos de datos numéricos a comparar.
BIOACUMULACIÓN: la acumulación de un compuesto en particular en ciertos
tejidos corporales. Esto sucede cuando la tasa de incorporación excede la del
metabolismo, o la de excreción, o ambas. Con el tiempo, esto origina una mayor
concentración de la sustancia en el organismo que en su ambiente. Los factores
importantes que controlan la magnitud de este proceso incluyen la solubilidad del
compuesto en los lípidos y la facilidad con la que sea metabolizado.

BIOENSAYOS DE TOXICIDAD: permiten evaluar el grado de afectación que una
sustancia química tiene en organismos vivos y éstos pueden ser agudos o
crónicos.

CADENA TRÓFICA: también llamada cadena alimentaria, es la corriente de
energía y nutrientes que se establece entre las distintas especies de un
ecosistema en relación con su alimentación.
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CONCENTRACIÓN EFECTIVA (CE50): concentración del tóxico que puede causar
un efecto adverso observable, mediante una respuesta discreta en un porcentaje
dado de organismos.
CONCENTRACIÓN LETAL (CL50-96): la concentración que es letal para el 50% de
los organismos de prueba. Este valor generalmente se usa cuando se hace
referencia a la toxicidad de una sustancia para los organismos expuestos a través
de una matriz como el agua.

CONTAMINACIÓN AMBIENTAL: presencia en el ambiente de cualquier agente
(físico, químico o biológico) o bien de una combinación de varios agentes en
lugares, formas y concentraciones tales que sean o puedan ser nocivos para la
salud, la seguridad o para el bienestar de la población, o que puedan ser
perjudiciales para la vida vegetal o animal, o impidan el uso normal de las
propiedades y lugares de recreación y goce de los mismos. La contaminación
ambiental es también la incorporación a los cuerpos receptores de sustancias
sólidas, liquidas o gaseosas, o mezclas de ellas, siempre que alteren
desfavorablemente las condiciones naturales del mismo, o que puedan afectar la
salud, la higiene o el bienestar del público.
DOSIS LETAL 50 (DL50): la dosis que es letal para el 50% de los animales de
prueba. Este valor se usa cuando se hace referencia a la toxicidad de una
sustancia para los organismos expuestos a una cantidad específica de una
sustancia tal como la vía oral o por inyección.

ECOSISTEMAS ACUÁTICOS: son sistemas termodinámicamente abiertos que
reciben del exterior (sol, materia orgánica) y las transmiten a los ecosistemas
vecinos a través de los flujos de materias o los movimientos de individuos
(migraciones).
16

ENSAYO DEFINITIVO: prueba diseñada para establecer la concentración a la
cual se presenta el efecto final establecido. Los periodos de exposición son
mayores que las pruebas preliminares y las de intervalo, se utilizan múltiples
concentraciones a estrechos intervalos y múltiples réplicas.

ENSAYO PRELIMINAR: prueba para determinarse si se produce un impacto.
Estas pruebas se diseñan utilizando una concentración, múltiples replicas y una
exposición de 24 a 96 horas.

ENSAYOS DE TOXICIDAD: son bioensayos empleados para reconocer y evaluar
los efectos de los contaminantes sobre la biota. En los bioensayos se usa un tejido
vivo, organismo, o grupo de organismos, como reactivo para evaluar los efectos
de cualquier sustancia fisiológicamente activa. Permiten establecer los límites
permitidos para los distintos contaminantes, evaluar el impacto de mezclas sobre
las comunidades de los ambientes que las reciben y comparar la sensibilidad de
una o más especies a distintos tóxicos o a diferentes condiciones para el mismo
tóxico.

EPA: Environmental Protection Agency, Agencia de Protección del Ambiente (en
los Estados Unidos, U.S. EPA).

LOEC: concentración experimental más baja de la sustancia en la que se
observan efectos significativos respecto al grupo de control (LOEC, por sus siglas
en inglés).

p.p.m. (partes por millón): una medida de la concentración en la cual la
proporción es tal que hay una parte del soluto por un millón de partes del solvente
o de matriz.
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PROBIT: modelo estadístico que analiza las pruebas de toxicidad. El método
consiste en la aplicación de correlaciones estadísticas para estimar las
consecuencias desfavorables sobre una población a los fenómenos físicos
peligrosos; nos da una relación entre la función de probabilidad y una determinada
carga de exposición.

PRUEBA DE TOXICIDAD: la determinación del potencial tóxico de una sustancia
en particular, bajo condiciones específicas, en un grupo de organismos
seleccionados.

TOXICIDAD AGUDA: el potencial de un compuesto para causar lesiones o
enfermedades cuando se administra en dosis únicas o en dosis múltiples en un
periodo corto (por ejemplo, 24 horas). Estos efectos se basan en los mecanismos
de la acción química en la cual se pueden apreciar alteraciones fisiológicas poco
después de su administración (por ejemplo, la muerte).
TOXICIDAD CRÓNICA: la naturaleza de los efectos adversos durante un tiempo
prolongado de exposición química. Tales mediciones de los efectos pueden incluir
la presentación de un cáncer o el retardo en el crecimiento.
TOXICIDAD SUBCRÓNICA: se refiere a efectos tóxicos que ocurren después de
exposiciones repetidas (por semanas o meses). Usualmente este término se
refiere a una exposición moderada en un período de tiempo moderado.
TOXICOLOGÍA AMBIENTAL: Rama que estudia los efectos tóxicos producidos
por los contaminantes ambientales sobre la atmósfera, sobre el agua, y el suelo, y
también el efecto de los residuos tóxicos de los alimentos.
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TOXICOLOGÍA: La toxicología es la ciencia que estudia el origen, naturaleza y
propiedades de los tóxicos, su comportamiento cinético y sus efectos sobre los
organismos vivos.
TRUCHA ARCOIRIS: salmónido que se caracteriza por presentar cuerpo
alargado, fusiforme y cabeza relativamente pequeña que termina en una boca
grande, puntiaguda, hendida hacia el nivel de los ojos y con una fila de dientes
fuertes en cada una de las mandíbulas, que les permite aprisionar las presas
capturadas.
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RESUMEN

Este trabajo de investigación a través de pruebas de toxicidad busca determinar la
concentración letal media (CL50-96) de Hierro (Fe) y Manganeso (Mn) que produce
la mortalidad del 50% de la población alevinos de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus
mykiss) en un período de 96 horas, en diferentes concentraciones y porcentajes
de dilución. Además la misma población es expuesta en muestras ambientales,
tomadas de efluentes de una industria tipo y muestras puras Hierro (Fe) y
Manganeso (Mn).

La investigación se llevó a cabo en el laboratorio de Bioensayos de la Universidad
de La Salle donde se realizaron las diferentes pruebas de toxicidad para la
determinación de la CL50-96.
El procedimiento contó con los siguientes pasos: compra de alevinos de trucha
arco iris Oncorhynchus mykiss (4 cm de largo y 35 días de nacidos), aclimatación
del agua de los acuarios (10 días), aclimatación de los alevinos por un periodo de
15 días (alcanzar condiciones óptimas), preparación de las soluciones de prueba ó
agua de dilución, obtención de la sensibilidad de la trucha empleando Dicromato
de potasio (K2Cr2O7) como tóxico de referencia (ensayos preliminares para
determinar el rango aproximado en el que se encuentra la CL50-96 y definitivos para
el dato exacto), preparación del montaje para pruebas de toxicidad, obtención de
la CL50-96 del Hierro y el Manganeso, aceptabilidad de los resultados y estimación
de la concentración letal media para los tóxicos y para un vertimiento de una
industria tipo.

Se utilizó el procedimiento que estableció CETESB (Compañía de Tecnología y
Saneamiento ambiental de Sao Paulo, Brasil) para garantizar resultados
20

confiables y se trabajó con programas estadísticos como el Probit y análisis de
varianza (ANOVA) para calcular los valores de CL50-96 y su intervalo de confianza.
Al concluir la investigación se establecieron los valores de sensibilidad para los
Alevinos de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss) encontrando un valor de CL5096

de 49,2115 mg/L con unos límites de confianza entre 33,8657 y 64,5573 mg/L,

el valor de la CL50-96 para el Hierro oscila entre (0,2911mg/L –2,4917 mg/L) y un
promedio de 1,3914 mg/L; mientras que el dato obtenido de CL50-96 para el
Manganeso fue de 0,5417 mg/L, con valores entre 0,2264 y 0,8569 mg/L, además
de esto se obtuvo la CL50-96 y los límites de confianza del vertimiento industrial que
contiene trazas de Hierro y manganeso, contando con un límite inferior de 2,9776
% v/v y superior de 5,1185 %v/v y un valor promedio de CL50-96 de 4,0481%(V/V).

Palabras Claves: Concentración letal media, Alevinos de Trucha Arcoíris
(Oncorhynchus mykiss), Hierro, Manganeso, pruebas de Toxicidad (Bioensayos),
Vertimiento.
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ABSTRACT

This research work through toxicity tests for determining the median lethal
concentration (LC50-96) to Iron (Fe) and Manganese (Mn) that causes 50% mortality
of the population of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) in a period of 96 hours in
different concentrations and dilution rates. The same population is also exposed in
environmental samples taken from effluent of an industry type and pure samples
Iron (Fe) and Manganese (Mn).

The research was conducted in laboratory bioassays of La Salle University where
different tests were carried out to determine toxicity of LC50-96.
The procedure had the following: purchase of rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) (4 cm long and 35 days old), acclimatization of the aquarium water (10
days) acclimation for a period of 15 days (achieve optimal conditions), preparation
of test solutions or dilution water, obtaining the sensitivity of trout using potassium
dichromate (K2Cr2O7) as reference toxicant (preliminary tests to determine the
approximate range in which the LC50-96 and final for the exact date), preparation for
toxicity testing installation, procurement of LC50-96 Iron and Manganese,
acceptability of the results and estimate the median lethal concentration for toxic
and for a industry type.

We used the procedure established CETESB (Company of Technology and
Environmental Sanitation in Sao Paulo, Brazil) to ensure reliable results and
worked with statistical programs such as the Probit and analysis of variance
(ANOVA) to calculate the values of LC50-96 and its confidence interval.
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At the conclusion of the investigation established the values of sensitivity to the
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) by finding a value of LC50-96, 49.2115 mg/L
with a range of trust between 33.8657 and 64.5573 mg/L, the LC50-96 ranges from
Iron (0.2911 mg/L - 2.4917 mg/L) and an average of 1.3914 mg/L, whereas the
data obtained for the LC50-96 Manganese was 0.5417 mg/L, with values between
0.2264 and 0.8569 mg/L, in addition to this we obtained the LC50-96 and the
confidence limits of industrial dumping that contains traces of iron and manganese,
counting with a lower limit of 2.9776% v/v upper 5.1185% v/v and an average value
of LC50-96, 4.0481% (V/V).
Keywords: Median lethal concentration, juvenile rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss), iron, manganese, toxicity tests (bioassays) Dumping.
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INTRODUCCIÓN

El agua constituye uno de los elementos fundamentales para la vida, sin duda
alguna es un recurso vital, que hoy en día por su escasez y deterioro adquiere
características muy graves y preocupantes a nivel nacional y por supuesto a
escala mundial; las necesidades de agua, como elemento vital para el ser
humano, han ido aumentando conforme lo ha hecho la civilización y el crecimiento
de la población.

El desarrollo de las actividades del hombre relacionadas con el agua, ha dejado un
elemento contaminado que representa una variable crítica para el crecimiento,
desarrollo y permanencia de la población.

La liberación de sustancias tóxicas en los ecosistemas acuáticos produce una
gran variedad de respuestas complejas en los organismos: adición, inhibición,
bioacumulación y biomagnificación, afectando a las poblaciones o comunidades
existentes.

Considerando que un curso de agua superficial recibe una gran diversidad de
agentes químicos, es difícil determinar en esa mezcla, a través de los análisis
físico-químicos tradicionales y rutinarios, las fracciones de esas sustancias que
pueden ejercer un efecto tóxico en el resto de los organismos.

Los ensayos de toxicidad permiten establecer los límites permitidos para los
distintos contaminantes, evaluar el impacto de mezclas sobre las comunidades de
los ambientes que las reciben y comparar la sensibilidad de una o más especies a
distintos tóxicos o a diferentes condiciones para el mismo tóxico.
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Generalmente, no es suficiente para proteger la biota registrar en un ecosistema
dado las concentraciones de las sustancias químicas; los programas para
monitorear tales sustancias suelen ser muy caros, y aquellas de alta toxicidad
generalmente deben detectarse en concentraciones muy bajas, usando equipo
costoso y personal bien calificado. Por lo tanto, se hace necesario realizar estos
ensayos biológicos que son relativamente simples, rápidos, y pueden brindar
información

adicional

sobre

el

riesgo potencial

que

causarían

muchos

contaminantes sobre un medio acuático.

Estos ensayos de toxicidad deben ser considerados indispensables en el control
de la contaminación hídrica, ya que se fundamentan en la utilización de
organismos vivos que son los directamente afectados por los desequilibrios que
eventualmente ocurren en los ecosistemas acuáticos donde viven. Los organismos
son

muy

buenos

para

detectar

condiciones

ambientales

complejas,

considerándoselos como finos sensores de los cambios que se presentan en el
medio.

La especie Oncorhynchus mykiss es altamente sensible a la contaminación de su
hábitat. De ahí que es importante el aporte de conocimientos sobre la acción
tóxica del Hierro y el Manganeso en los peces, especialmente aquellos de
importancia ecológica y de consumo humano.

De los resultados obtenidos durante la presente investigación se desprende
también la importancia del uso de bioensayos como metodología complementaria
a los controles físico-químicos, y se pone de manifiesto que incluso algunos
efluentes que son lanzados cumpliendo con las exigencias establecidas en la
legislación vigente estarían afectando negativamente a la flora y fauna de los
cursos receptores.
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1. OBJETIVOS

1.1

OBJETIVO GENERAL

Determinar la Concentración Letal Media (CL50-96) producida por el Hierro
(Fe) y el Manganeso (Mn) en la especie alevinos de Trucha Arco Iris
(Oncorhynchus mykiss).

1.2

OBJETIVOS ESPECÍFICOS

Determinar la sensibilidad de la especie alevinos de Trucha Arco Iris
(Oncorhynchus mykiss) utilizando la prueba de sensibilidad con Dicromato
de Potasio.

Determinar la Concentración Letal (CL50-96) del Hierro y el Manganeso sobre
la especie alevinos de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss) siguiendo
protocolos establecidos.

Determinar la Concentración Letal (CL50-96) del Hierro y el Manganeso sobre
la especie alevinos de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss), en un
vertimiento industrial.

Determinar el índice de efecto tóxico potencial de los vertimientos de Hierro
(Fe) y Manganeso (Mn) en una industria tipo.
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2. MARCO TEÓRICO

2.1

ECOSISTEMAS ACUÁTICOS

Los ecosistemas acuáticos son el centro de interacción de un gran número de
factores bióticos y abióticos que pueden ser modificados drásticamente. Estos
ecosistemas incluyen las aguas de los océanos (ecosistemas marinos) y las aguas
continentales dulces (ríos, lagos, pantanos y demás fuentes acuáticas) o saladas.

Los ecosistemas de agua pueden considerarse entre los más importantes de la
naturaleza y su existencia depende totalmente del régimen que tengan.

Un ecosistema está compuesto por componentes físicos como el aire, el agua, el
suelo, el viento y la temperatura, llamados factores abióticos y los seres vivos que
conforman los factores bióticos. Cada uno de los componentes bióticos son
llamados individuos que al vivir en grupos de la misma especie forman una
población, la cual reside en un hábitat con otras poblaciones relacionándose entre
ambas en forma equilibrada, a esto se lo denomina comunidades biológicas. Para
formar un verdadero ecosistema debe existir una interacción tanto entre los
factores abióticos y bióticos como entre los bióticos entre sí.1

2.1.1 Clasificación de los Ecosistemas de agua dulce.

Partiendo del movimiento del agua, se acuerda una división de los ecosistemas de
agua dulce. Esta división tiene relevancia tanto para estudiar la naturaleza como
1

MARCANO, José E. Educación Ambiental; Elementos de ecología; Ecología de las Aguas Dulces 2° parte;
clasificación ecológica de los organismos de agua dulce y comunidades del medio acuático. (libro en línea),
consultado Febrero de 2010. Disponible en Internet <http://www.jmarcano.com/nociones/fresh2.html>
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para la explotación y gestión de las aguas interiores. Los ecosistemas de agua
dulce se pueden clasificar en tres: lenticos, aguas corrientes o loticos y
humedales.2
2.1.1.1 Ecosistemas lenticos o estancados.

Comprenden todas las aguas en las que no se presentan un flujo continuo de
corriente. A este grupo pertenecen los lagos, lagunas, charcas y pantanos. En
estos sistemas, según su tamaño, puede haber movimientos de agua.

2.1.1.2 Ecosistemas loticos.

Incluyen todas las masas de agua que se mueven continuamente en una misma
dirección. Este sistema comprende: los manantiales, barrancos, riachuelos y ríos.
2.1.1.3 Ecosistemas de humedal.

Áreas donde el suelo está saturado de agua o inundado por una parte del año.
2.1.2 Clasificación Ecológica de los Organismos de Agua Dulce.3

Los ecosistemas acuáticos son aquellos en los que los animales y plantas viven o
se relacionan con seres vivos en el agua (ver figura 1). Las condiciones físicas y
químicas dominantes en los medios acuáticos determinan el tipo de organismos
que viven en ese medio. Se han propuesto varias clasificaciones ecológicas de los
organismos acuáticos; la más aceptada hoy día se presenta a continuación:
2

NARANJO, Luis Germán. Humedales de Colombia, Bases Técnicas para su Conservación y Uso Sostenible.
Instituto Von Humboldt y Ministerio del Medio Ambiente. Primera edición. Colombia.
3
Ibíd. p. 27
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2.1.2.1 El Plancton.

Pertenecen al plancton los organismos que flotan o viven suspendidos a merced
de los movimientos de las aguas, sin locomoción propia suficientemente fuerte
para dirigir sus movimientos. El plancton compuesto por vegetales recibe el
nombre de fitoplancton y el que está formado por animales se denomina
zooplancton.

El fitoplancton representa el primer eslabón de la cadena alimenticia; junto con las
plantas superiores que habitan las aguas dulces, constituyen los organismos
productores. Entre los grupos más importantes pertenecientes al fitoplancton están
las diatomeas, los dinoflagelados, las clorofíceas, las cianofíceas y las
euglenofíceas. Muchas de las especies pertenecientes a las cianofíceas y
clorofíceas son filamentosas y en ciertas épocas del año proliferan de tal manera
en las lagunas que la superficie adquiere una coloración verdosa, que es conocida
como “
espuma verde”
.

Desde el punto de vista de producción y debido a que se distribuyen por toda la
capa fótica, las diatomeas y dinoflagelados son los productores más importantes
ya que producen la mayor cantidad de materia orgánica y son realmente los
pilares fundamentales del ecosistema.

El zooplancton está representado por especies de varios phila: protozoarios,
celenterados, rotíferos, briozoarios y, sobre todo, por algunos grupos de
crustáceos como los cladóceros, los copépodos y los ostrácodos. Cabe citar
también las larvas de muchos insectos, los huevos y larvas de peces. La mayoría
de los organismos que pertenecen al zooplancton se alimentan de otros animales
más pequeños. El zooplancton está compuesto, desde el punto de vista trófico,
por consumidores primarios o herbívoros y consumidores secundarios.
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Con respecto a las especies que habitan las aguas dulces, se ha observado una
característica muy peculiar es que la mayoría son cosmopolitas; por tanto, es
frecuente encontrar algunas especies en latitudes y climas muy diferentes.
Muchas especies de aguas dulces templadas se encuentran en aguas dulces
tropicales. Los grupos de seres vivos que presentan especies con mayor grado de
cosmopolitismo son: las diatomeas, los dinoflagelados, las clorofíceas, los
protozoarios y los copépodos.
2.1.2.2 El Bentos.

Los organismos del bentos viven en el fondo de los ecosistemas acuáticos. Las
comunidades del bentos se caracterizan por ser muy ricas en especies y formas;
prácticamente están representados casi todos los phylla.

Allí donde la luz alcanza el fondo, lo que depende de la profundidad y de la
transparencia

del

medio,

la

comunidad

incluye

productores

primarios

fotosintetizadores (Ver figura 1). En el medio afótico (sin luz) de los fondos más
profundos, todos los organismos son consumidores, dependiendo el conjunto de
los restos orgánicos y microorganismos que la gravedad arrastra desde niveles
más superficiales.4

Las comunidades bentónicas más productivas y de mayor biodiversidad, también
probablemente

las

más

amenazadas,

son

los

arrecifes

de

coral.

La

desorganización y empobrecimiento de las comunidades bentónicas por ciertas
artes de pesca, como las redes de arrastre, están entre los mayores problemas
ambientales.

4

Relaciones entre el macrobentos y el sustrato. Consultado en Febrero 2010. Disponible en internet
<http://www.biologiamarina.com/dev/projects/bentos>
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Muchos taxones (grupos biológicos) notables están especializados para su
residencia en el bentos. El filo entero de los equinodermos (estrellas y erizos de
mar), por ejemplo, está constituido por formas bentónicas. También los pulpos o
las sepias entre los cefalópodos, y la clase bivalvos entre los otros moluscos.

Muchos organismos del bentos se desplazan muy poco, por ejemplo las almejas o
las anémonas de mar, otros son directamente sésiles (fijos) como las ostras, los
corales o las algas coralinas (un grupo de algas rojas).

2.1.2.3 El Necton.

Pertenecen al necton todos los organismos que nadan libremente en el agua por
poseer un sistema de locomoción eficiente, que les permite trasladarse de un
punto a otro. Pueden recorrer largas distancias y, en algunos casos, en contra de
los movimientos del agua o de las corrientes (Ver figura 1).

La zona litoral es rica en especies nectónicas; frecuentemente esta diversidad de
especies va acompañada de gran abundancia de individuos. Los peces abundan
en esta zona aunque se trasladan también por la zona limnética y la profunda, si
las condiciones de vida son favorables. Entre los vertebrados que frecuentan o
habitan el litoral encontramos las ranas, salamandras, tortugas y serpientes de
agua. Entre los invertebrados que forman el necton tenemos los insectos (larvas y
adultos) y los crustáceos.3
2.1.2.4 El Neuston.

En la superficie de las aguas dulces, principalmente en aguas lénticas o
estancadas, viven o se trasladan por la película superficial algunas especies,
principalmente de especies, entre los cuales se encuentran los escarabajos
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(Coleópteros), arácnidos y algunos hemípteros de las familias Gerridae, Veliidae y
Hebridae (Ver figura 1). Existen otros organismos que flotan contra la cara interna
de la película superficial, constituyendo el infraneuston. A éste pertenecen la
Hydra común, las planarias, larvas de insectos, algunos moluscos acuáticos,
ostrácodos y cladoceros.3

2.1.2.5 Plantas Acuáticas (Macrófitas).

Constituyen formas macroscópicas de vegetación acuática. Comprenden las
macroalgas, las pteridofitas (musgos, helechos) adaptadas a la vida acuática y las
angiospermas.

Presentan adaptaciones a este tipo de vida tales como: cutícula fina, estomas no
funcionales, estructuras poco lignificadas. Teniendo en cuenta la morfología y
fisiología, las macrófitas pueden clasificarse según la forma de fijación en:
2.1.2.5.1 Macrófitas Fijas al Sustrato.5
 Macrófitas

emergentes:

temporalmente;

en

en

general

suelos
son

anegados

plantas

permanentes

perennes,

con

o

órganos

reproductores aéreos.
 Macrófitas de hojas flotantes: principalmente angiospermas; sobre suelos
anegados. Los órganos reproductores son flotantes o aéreos.
 Macrófitas sumergidas: comprenden algunos helechos, numerosos
musgos y carofitas y muchas angiospermas. Se encuentran en toda la zona
fótica (a la cual llega la luz solar).

5

MARGALEF, R. Ecología. Omega, Barcelona. Pág. 951
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2.1.2.5.2 Macrófitas flotantes libres.

Presentan formas muy diversas desde plantas de gran tamaño con roseta de
hojas aéreas y/o flotantes y con raíces sumergidas bien desarrolladas a pequeñas
plantas que flotan en la superficie, con muy pocas raíces o ninguna. Los órganos
reproductores son flotantes o aéreos pero muy raramente están sumergidos.5

Las ventajas y desventajas que presenta la presencia de macrófitas se muestran a
continuación en la Tabla 1:

Tabla 1. Ventajas y desventajas de las macrófitas.
VENTAJAS
Pueden utilizarse para alimentación humana,
del ganado, de peces y otros animales
acuáticos.
Pueden ser utilizadas como fertilizantes.

Pueden usarse para purificación del agua.

Uso medicinal y cosmetológico.

DESVENTAJAS
Fuente

de

vectores

propagadores

de

enfermedades y plagas.
Favorecen la ausencia de oxígeno en el
cuerpo de agua.
Producen sombra a plantas sumergidas y
algas que liberan oxígeno por fotosíntesis.
Acumulan materia orgánica en general en el
sedimento, volviéndolo anóxico.
Problemas en represas, en puentes y obras

Fuente de producción de biogás.

por acumulación ya que ejercen presión sobre
estas

obras

pudiendo

peligrar

su

infraestructura.
Fuente: MARGALEF, R. Ecología. Omega, Barcelona. Pág. 951

2.1.2.6 Perifiton.

Comunidad de microorganismos acuáticos que se adhieren a plantas enraizadas,
objetos sumergidos anexados o a sustratos sólidos sumergidos (Ver figura 1).
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Forman una película incrustante creciente a medida que prosperan y suelen
transformarse en un problema para los acuarios. Comprenden una gran variedad
de especies: algas de todo tipo, bacterias, cianobacterias, protozoos, etc.6

El perifiton es reconocido como la biomasa flotante de los cuerpos de agua
continentales, permanentes o temporales. Su composición biológica es muy
compleja.

Sin embargo, las algas son su principal componente y constituyen el sustrato de la
comunidad bacteriana y un nicho ecológico para protozoarios y microcrustaceos,
entre otros organismos.6
Figura 1. Clasificación Ecológica de los Organismos de Agua Dulce.

Fuente: Elementos de Ecología. Ecología de las Aguas Dulces 2da. Parte
Disponible en: <http://www.jmarcano.com/nociones/fresh2.html>

6

ANAYA, Ana Luisa. El Perifiton de la Reserva de “
El Edén”
, Quintana Roo, México: Un Biomejorador
Potencial en la Agricultura. UNAM, Instituto de Fisiología Celular. México
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2.2

TRUCHA ARCO IRIS (Oncorhynchus mykiss)7

2.2.1 Generalidades.

Trucha es el nombre común dado a varias especies de peces de agua dulce
pertenecientes a la familia del salmón, Salmonidae. El nombre de este pez deriva
de la peculiar coloración que posee (ver Figura 2), misma que varía en función del
medio, de la talla, del sexo, del tipo de alimentación, y del grado de maduración
sexual.
Figura 2. Alevino Trucha Arco Iris

Fuente. Los Autores. 2010

La trucha arcoíris o cabeza de Acero (Oncorhynchus mykiss) presenta cuerpo
alargado, fusiforme y cabeza que termina en una boca grande puntiaguda hendida
hacia el nivel de los ojos y con una fila de dientes fuertes en cada una de las
mandíbulas que le permiten aprisionar las presas. Oncorhynchus significa nariz
ganchuda, característica que se manifiesta con mayor énfasis en los machos en la
época de reproducción.
7

AQUINO, Guillermo. Manual Básico Para El Cultivo de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss) Manual de
Capacitación para la participación Comunitaria. México. Disponible en Internet. Consultado en Febrero 2010
<http://www.uwsp.edu/CNR/GEM/MANUAL%20BASICO%20PARA%20EL%20CULTIVO%20DE%20TRUCHA
%20ARCO%20IRIS-1.pdf>
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En la siguiente tabla se presenta la clasificación taxonómica de la trucha arco iris:

Tabla 2. Clasificación taxonómica de la trucha arco iris.

REINO
Animal
PHYLUM
Chordata
SUBPHYLUM
Vertebrata
SUPERCLASE
Pisces
CLASE
Osteichthyes
SUBCLASE
Actinopterygii
ORDEN
Salmoniformes
FAMILIA
Salmonidae
GENERO
Oncorhynchus
ESPECIE
mykiss
NOMBRE CIENTÍFICO Oncorhynchus mykiss
NOMBRE COMÚN
Trucha arco iris
Fuente: Ibíd. p. 35

2.2.2 Biología de la Trucha Arco Iris.

Al momento de establecer la especie trucha arco iris como organismo de prueba,
es necesario tomar en consideración diversos aspectos biológicos de la especie
en su ambiente natural, esto nos ayudará a comprender muchas cosas sobre ella.

2.2.2.1 Hábitat.

La trucha arco iris en su ambiente natural, es un pez que habita espacios
acuáticos con aguas puras y cristalinas, con cauces que presentan marcados
desniveles topográficos que originan rápidos, saltos y cascadas que son muy
comunes en los ríos de alta montaña, son estos rápidos con una pronunciada
velocidad de corriente y suelo pedregoso los más frecuentados por las truchas.
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De manera que las truchas son peces nativos de regiones elevadas y montañosas
donde existen aguas frías y claras, siendo en general Colombia una región
apropiada para el cultivo de este pez, puesto que todavía cuenta con aguas
limpias y bien oxigenadas.

2.2.2.2 Alimento.

Por otra parte, la trucha es un pez carnívoro que en la naturaleza se alimenta de
las presas que captura vivas, siendo la mayoría de ellas organismos acuáticos y
algunos terrestres, como son los insectos que en primavera y verano revolotean
sobre el agua. Los moluscos como los caracoles también son presas habituales,
así como los crustáceos (cangrejos, etc.), gusanos, renacuajos y peces pequeños
de la misma u otras especies.

2.2.2.3 Reproducción y ciclo de vida.

Los machos de la trucha arco iris siempre son de mayor tamaño y durante la etapa
de reproducción suelen desarrollar dimorfismo sexual, la trucha tiene un ciclo
reproductor anual, siendo una condición indispensable que el macho y la hembra
sean adultos y sexualmente maduros.

Los machos pueden adquirir la madurez sexual a los 15 o 18 meses, mientras que
en las hembras es un poco más tardado, ya que necesitan un mínimo de dos años
(Ver Figura 3). Durante el proceso de maduración sexual, las truchas van
sufriendo una serie de cambios morfológicos en su aspecto, los cuales hacen que
uno pueda distinguir fácilmente los machos de las hembras, dos de los cambios
más notorios sucede en el macho, uno de ellos es en el maxilar inferior debido a
que este sufre un proceso de prolongación, así como una ligera curvatura dorsal
del cuerpo.
37

Figura 3. Hembra de Trucha Arco Iris sexualmente madura.

Fuente: Ibíd. p. 35

La reproducción de las truchas al igual que la de los demás salmónidos es sexual
y externa, esto quiere decir que la hembra como el macho, depositan libremente
en el agua sus productos sexuales (espermatozoides y óvulos). En los ríos o
arroyos, los óvulos procedentes de las hembras son depositados en el fondo en un
nicho o nido previamente preparado por la hembra, donde inmediatamente
después el macho deposita el esperma, dando lugar con esto a la fecundación. Al
proceso natural de emisión de los productos sexuales al exterior comúnmente se
le da el nombre de desove.

Es importante mencionar que la reproducción de los salmónidos es cíclica, esto
significa que tiene lugar una vez al año y en una época determinada. Blanco
(1994), menciona que el desove en la trucha arco iris se da en el periodo
comprendido entre los meses de noviembre a febrero, pero que este fenómeno
está condicionado por la influencia de las condiciones climáticas ambientales.
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En el ciclo de vida de la trucha arco iris se describen generalmente cinco etapas
que son:
1. Huevo: una vez que se ha llevado la fertilización de los huevos, estos son
incubados en el nido construido por la hembra; la velocidad de desarrollo de
los huevos depende en gran medida de la temperatura del agua, la óptima
se sitúa entre los 8 y 12 ºC. A una temperatura de 10 ºC la eclosión del
alevín será a los 31 días, mientras que a 15.6 ºC la eclosión será a los 19
días.
Figura 4. Huevos de trucha arco iris en incubación.

Fuente: Ibíd. p. 35

2. Alevín: al concluir el desarrollo embrionario, el alevín eclosiona y se
alimenta de las reservas nutricionales contenidas en el saco vitelino durante
dos o cuatro semanas dependiendo de la temperatura. Una vez que estas
reservas han sido agotadas y el saco vitelino ha sido absorbido, el alevín se
transforma en cría y asciende a la superficie; esta fase dura entre 14 y 20
días.
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Figura 5. Alevino de trucha arco iris.

Fuente: Los Autores. 2010

3. Cría: en esta fase empiezan a nadar más libremente y procurarse el
alimento por sí mismos. Conforme crecen y sobreviven, las crías continúan
su desarrollo, cuyo ritmo depende de una serie de factores, tales como la
duración del día, la temperatura y la abundancia de alimento.
Figura 6. Cría de trucha arco iris.

Fuente: Ibíd. p. 35

4. Juvenil: en esta etapa los organismos tienen todas las características de
los adultos, es decir, ya tienen hábitos propios de la especie, como ser
activos y nadar contra la corriente, atrapar sus presas para alimentarse,
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haciéndolo con pequeños peces de otras especies, ranas, etc. Se
diferencian de los adultos en que aún no han madurado sexualmente.
Figura 7. Juveniles de trucha arco iris.

Fuente: Ibíd. p. 35

5. Adulto: dependiendo de las condiciones físicas del hábitat, una buena
parte de las truchas de una determinada población maduran entre los 15 y
18 meses de edad, sin embargo, la mayoría alcanza su madurez dos
meses después. Cuando ocurre la maduración, los peces cambian de
coloración, de tal manera que adquiere las características típicas de la
trucha adulta.
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Figura 8. Trucha Arco Iris.

Fuente: http://pescaprofesional.net/2010/01/04/trucha-arco-iris-rainbow-trout/

2.2.3 Parámetros generales para el mantenimiento de la Trucha Arco iris.8

La calidad del agua es fundamental para las truchas, pues es el medio donde los
peces se desarrollaran, así que conocer y mantener los parámetros del agua
como: temperatura, oxígeno, turbidez, pH y amonio es de suma importancia.
2.2.3.1 Oxígeno.

Dentro de la acuacultura, el cultivo de la trucha arco iris es una de las prácticas
que demandan de mayor cantidad de oxígeno disuelto en el agua. Se estima que
los peces en crecimiento deben de tener continuamente tasas mínimas de oxígeno
de 5 a 5.5 mg/L, mientras que los huevos y alevines son más exigentes,
demandando de 6 a 7 mg/L; con cifras muy inferiores a las mencionadas, las
truchas presentan dificultades para extraer el oxígeno del agua y transportarlo a
través de sus branquias.

8

Ibíd. p. 35
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Existen diversos factores físicos, químicos y biológicos que determinan la cantidad
de oxígeno presente en el agua, uno de los factores es la temperatura, puesto que
cuanto más alta sea, menor será la cantidad de oxígeno disuelto en el agua y
mayor las exigencias de oxígeno de las truchas.

2.2.3.2 Temperatura.

La temperatura del agua tiene una incidencia directa sobre los aspectos
reproductivos de las truchas, el ritmo de crecimiento de los alevines y adultos, y
especialmente sobre el grado de actividad metabólica.

La trucha arco iris al igual que todos los peces, no tiene capacidad propia para
regular su temperatura corporal, y ésta depende totalmente del medio acuático en
que vive. Indirectamente como ya se menciono con anterioridad, la temperatura
del agua influye en la concentración de oxígeno disuelto en ella, la concentración
de productos metabólicos (amoniaco), así como el tiempo y grado de
descomposición de los materiales depositados en el fondo de los estanques.

La trucha en condiciones naturales puede vivir en aguas con temperaturas de
entre 0º y 25ºC; sin embargo, es necesario mencionar que en términos de cría
artificial de trucha, los límites de la temperatura del agua en los cuales su
crecimiento y desarrollo son los adecuados es entre los 9º y 17ºC, siendo en la
etapa de alevín entre 10º-12ºC la temperatura adecuada, y para los juveniles en
pleno crecimiento 16ºC.

A pesar de que el rango de temperatura del agua en que las truchas pueden
sobrevivir es amplio, a partir de temperaturas por arriba de los 21ºC las
concentraciones de oxígeno en el agua son muy bajas y ya no son adecuadas
para utilizarlas.
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2.2.3.3 pH.

Conocer los valores de pH o potencial de hidrógeno es de gran importancia al
igual que la temperatura y el oxígeno, esto debido a que si los valores en el pH del
agua son demasiado bajos o elevados, causaran estrés en las truchas.

Para la cría de la trucha arco iris los valores deseables del pH deben estar en un
rango de 6.5 a 9, estos son los más apropiados para la producción. Con valores
inferiores a 6.5 o mayores a 9.5 la reproducción disminuye. Con un pH por debajo
de 4 se presenta la muerte ácida de los peces, y por arriba de 11 la muerte
alcalina.
2.2.3.4 Turbidez.

Como ya se ha mencionado, la trucha gusta de aguas cristalinas y puras, siendo la
turbidez del agua un factor negativo en la cría de estos peces.

La turbidez es causada por partículas suspendidas generalmente arrastradas
desde el suelo o de la vegetación adyacente, así como de organismos
planctónicos, que pueden generar una disminución en la absorción de oxígeno por
parte de las truchas, puesto que sus branquias se ven afectadas, en el caso de los
alevines, los problemas branquiales son más notorios y pueden dar origen a
infecciones, debido a que cuando las branquias de los pequeños peces son
expuestas al contacto con las partículas suspendidas, se irritan fácilmente y se
dificulta el paso del oxígeno a través de ellas.
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2.2.3.5 Amonio.

La composición química de las aguas de un criadero de truchas se puede ver
afectada por el metabolismo de los mismos peces que en ellos habitan o por la
degradación de la materia orgánica presente en el agua. De especial importancia
es el contenido de amoniaco, pues su toxicidad y efectos sobre el organismo
varían con el pH y la temperatura del agua. Los efectos tóxicos son debidos
esencialmente a la forma no ionizada del amoniaco, que es perjudicial para los
peces. El pH, la temperatura y la salinidad del agua determinan la toxicidad del
amoniaco no ionizado, el pH es el más importante, cuando el pH aumenta una
unidad causa que se incremente 10 veces la producción de amonio tóxico.

Las sustancias amoniacales son producto de la excreción de los peces, de manera
que hay que tener muy en cuenta la carga de peces que se tendrán por estanque,
puesto que una alta concentración de truchas puede traer consecuencias
negativas en los niveles de amonio presentes en el agua, así como en los peces,
pues ocasionará daños en las branquias y retardo en su crecimiento.

A continuación se presenta un cuadro con los requerimientos esenciales de la
trucha en cuanto a la calidad del agua se refiere.9

Tabla 3. Requerimientos del agua para el cultivo de trucha.

Temperatura
Oxígeno disuelto
pH
Dióxido de carbono
Calcio
Zinc

De 7.2 a 17.0 ºC para crecimiento
De 7.2 a 12.8 ºC para reproducción e incubación.
Mayor a 5 mg/L
6.7 a 9.0
Menor a 2 mg/L
Mayor a 52 mg/L
Menor a 0.04 mg/L a pH de 7.6

9

CAMACHO B., et al. 2000. Guía para el cultivo de trucha. Secretaría de Medio Ambiente, Recursos
Naturales y Pesca. México D.F. 135p.
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Amonio
Nitrito
Nitrógeno
Sólidos suspendidos
Sólidos disueltos
Acido sulfhídrico

Menor a 0.012 mg/L como NH3
Menor a 0.55 mg/L
Menor a 110% de saturación total
Menor a 80 mg/L
Menor a 400 mg/L
Menor a 0.002 mg/L
Fuente: Camacho et al. (2000)

2.3

TOXICOLOGÍA

La toxicología es el estudio de los contaminantes tóxicos o, en una definición más
precisa, la identificación y cuantificación de los efectos adversos asociados a la
exposición a agentes físicos, sustancias químicas y otras situaciones. En ese
sentido, la toxicología es tributaria, en materia de información, diseños de la
investigación y métodos, de la mayoría de las ciencias biológicas básicas y
disciplinas médicas, de la epidemiología y de determinadas esferas de la química
y la física.

La toxicología abarca desde estudios de investigación básica sobre el mecanismo
de acción de los agentes tóxicos hasta la elaboración e interpretación de pruebas
normalizadas para determinar las propiedades tóxicas de los agentes.

En la toxicología es fundamental conocer el potencial tóxico de la sustancia que
este generando el efecto adverso, para poder evaluar el peligro que representa.

El efecto tóxico es el producido por uno o varios agentes tóxicos sobre un
organismo, población o comunidad que se manifiesta por cambios biológicos. Su
grado se evalúa por una escala de intensidad o severidad y su magnitud está
relacionada con la dosis (cantidad de sustancia administrada, expresada
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generalmente por unidad de peso corporal) o la concentración (sustancia aplicada
en el medio) del agente tóxico.10
2.4

ECOTOXICOLOGÍA AMBIENTAL

El término Ecotoxicología fue propuesto por Truhaut en 1969, como una extensión
natural de la Toxicología, la ciencia que estudia los efectos de las sustancias
tóxicas sobre los organismos individuales, refiriéndose a dos efectos ecológicos
importantes de los contaminantes:
 La toxicidad directa sobre los organismos.
 Las alteraciones del medio ambiente en el cual viven los organismos.

La diferencia más importante entre la ecotoxicología y la toxicología convencional
es que en la primera los efectos que importan son los que ocurren sobre las
poblaciones y no sobre los individuos.

Desde una perspectiva ecotoxicológica, el hecho de que un contaminante pueda
matar al 50% de los individuos de una población puede significar poco o nada,
pero si ese contaminante retarda el desarrollo o madurez de un número importante
de individuos pueden presentarse importantes alteraciones ecológicas. Se puede
decir que la ecotoxicología se encarga del estudio de las relaciones directas e
indirectas entre las causas, los impactos sobre los individuos y las alteraciones
finales sobre las poblaciones y las comunidades.11

10

CAMPO MARTI, Miguel. Principios de ecotoxicología. Diagnóstico, Tratamiento y Gestión del Medio
Ambiente. Mc Graw Hill. Barcelona; 2002.
11
Instituto Nacional de Ecología, Delegación Coyoacán, México; 2005. Disponible en
<http://www.ine.gob.mx/sqre-temas/766-sqre-eco>
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2.4.1 Efectos Ecotoxicológicos.

La ecotoxicología se vale de dos herramientas básicas para realizar sus
investigaciones: el monitoreo ambiental y el monitoreo biológico. El monitoreo
ambiental permite establecer las formas mediante las cuales se liberan los
compuestos y determinar cuál es su destino en ambiente. Es un procedimiento
para detectar la presencia y cuantificar las concentraciones de los contaminantes
en los diferentes compartimentos, incluyendo al aire, agua, suelo y sedimentos.

Un buen monitoreo ambiental debe considerar un muestreo representativo,
técnicas adecuadas para la colecta y preservación de las muestras, así como
métodos apropiados de extracción y análisis, siguiendo prácticas estandarizadas
en el laboratorio.

En este tipo de ensayos la población en estudio es aislada de las interacciones
con otros organismos, compuestos y factores ambientales, es decir, se utiliza un
sistema simplificado que permite conocer con mayor facilidad los efectos
atribuibles a una sustancia. Sin embargo, no es sencillo extrapolar los resultados
obtenidos a las condiciones que se presentan en la naturaleza.
2.5

TEST DE TOXICIDAD12

Una prueba de toxicidad típica involucra un agente o estímulo (por ejemplo, un
pesticida, un metal pesado o una muestra ambiental con contaminantes químicos),
el cual se aplica a un organismo o grupo de organismos (por ejemplo, un cultivo
bacterial o de un alga, animales, o plantas) al que denominaremos genéricamente
sujeto, sobre el que se evalúa una cierta respuesta preseleccionada. La magnitud
12

DÍAZ BÁEZ, et al. Pruebas de toxicidad acuática. Fundamentos y Métodos. Universidad Nacional de
Colombia. Facultad de Ingeniería, sección de Ingeniería Ambiental. Bogotá D.C.; 2004.
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del estímulo o dosis puede medirse como un peso, un volumen o una
concentración.

La respuesta del sujeto se valora mediante la cuantificación final de alguna
característica (peso del cuerpo, peso del hígado, ritmo cardiaco, etcétera), el
cambio de ella (aumento en el peso corporal, disminución en la presión
sanguínea) o por la ocurrencia o no de un determinado fenómeno (muerte,
inhibición del crecimiento, una contracción muscular, etcétera).

Partiendo de la base de que la magnitud o la frecuencia de la respuesta
dependerán de la dosis aplicada, las pruebas de toxicidad suelen diseñarse
utilizando distintas dosis. La información obtenida de este tipo de ensayos permite
la cuantificación de la relación entre las dos variables (dosis y respuesta),
caracterizando toxicológica o ecotoxicológicamente al compuesto.

La finalidad específica de ésta prueba es:
 Determinar la concentración de un agua residual dada, que produzca la
muerte de 50% de los organismos en ensayo en un período de tiempo
especificado.
 Determinar la concentración máxima que no causa efectos sobre los
organismos de ensayo en un período de tiempo especificado.
 Evaluar la sensibilidad de los organismos acuáticos ante agentes tóxicos.

La relación entre la concentración de un compuesto químico a la cual se expone
un organismo y el consecuente efecto nocivo que le produce es uno de los
aspectos importantes en toxicología y ecotoxicología. Esta relación, conocida
como la relación dosis-respuesta, constituye la base para la evaluación del peligro
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y el riesgo generado por las sustancias químicas en el medio ambiente. La
siguiente figura muestra los patrones generales de comportamiento dosisrespuesta.
Figura 9. Relación Dosis-Respuesta

Fuente: DÍAZ BAEZ, María Consuelo et a. Capítulo 5. Métodos Estadísticos para el Análisis de
Resultados de Toxicidad. Disponible en < http://www.idrc.ca/en/ev-84468-201-1-DO_TOPIC.html>

2.6

BIOENSAYOS

Se entiende por bioensayo un ensayo en que un tejido, organismo o grupo de
organismos vivos se usan como reactivo para determinar la potencia de cualquier
sustancia fisiológicamente activa cuya actividad se desconoce (FAO, 1981).
2.6.1 Bioensayos como Evaluación de la Contaminación.

Para la protección de la vida acuática se necesita de cierta información, pero
dentro de ella se requiere de la comprensión general de las respuestas biológicas
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de los organismos respecto a la toxicidad que sobre ellos provocan determinados
contaminantes o sustancias.

La finalidad de todo bioensayo es establecer los límites permisibles para diferentes
sustancias o productos que se descargan al agua, porque los análisis físicos y
químicos de estas no son suficientes para comprender la toxicidad de cualquier
producto, ni para evaluar el potencial contaminador de cualquiera de ellos sobre la
biota. Los resultados obtenidos de los bioensayos, facilitan el establecimiento de
criterios de calidad diferentes usos del agua, y en algunos casos estos son
adoptados como normas sociales en diferentes países.13

La toxicidad de cualquier desecho puede afectarse por las inter-reacciones entre
sus componentes individuales y los productos minerales disueltos en las aguas
receptoras. Los organismos vivos no son igualmente susceptibles y debe tenerse
en cuenta este aspecto a la hora de escoger la especie de prueba, para cada
contaminante específico.

2.6.2 Objetivo de los Bioensayos.

El objetivo de un bioensayo de toxicidad es determinar las concentraciones a las
que una sustancia, material o efluente es capaz de provocar una respuesta
medible, que normalmente es letal, para una población sometida a condiciones
controladas en un laboratorio.

Los períodos de exposición se determinan, antes de comenzar el bioensayo y
generalmente son de 24 a 96 horas; pero algunos materiales en este tiempo no

13

SUÁREZ ÁLVAREZ, Gerardo. Metodología de Bioensayos y Efectos Tóxicos de Algunos Contaminantes
sobre Organismos de Interés Ecológico Pesquero. La Habana. 1996. 166p.
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ofrecen el valor umbral a partir del cual no ocurre un incremento significativo de la
mortalidad y por tanto requieren de un período mayor de experimentación.
2.6.3 Finalidad de los Bioensayos.14

Según la finalidad de los bioensayos, estos pueden subdividirse en: Clasificación,
Regulación, Criterios de calidad del agua, Vigilancia de los efluentes, Vigilancia de
áreas de descarga, Niveles tróficos, Organolépticos y Bioestimulación.

2.6.3.1 Ensayos de Clasificación.

Estas pruebas se realizan para obtener un indicador aproximado de cuáles son las
concentraciones que aisladas o mezcladas son peligrosas para los organismos
vivos y establecer un orden de prioridad o peligrosidad para cada residual. Sus
resultados permiten tener una idea del riesgo que se corre al descargar al medio
receptor cualquier sustancia, de forma continua o puntual.

Este tipo de prueba da una aproximación de los efectos ecológicos que se derivan
de la descarga de una sustancia contaminadora y además proporciona una
información valiosísima para evaluar el grado de riesgo que hay al descargar el
contaminante al medio.

2.6.3.2 Ensayos de Regulación.

Este tipo de ensayo se realiza para comprobar si un agua residual o contaminante
cumple o no con los requisitos legales de descarga, y está avalado por un
reglamento decreto o ley que establece los límites legales.
14

Ibíd. p. 51
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2.6.3.3 Criterios de Calidad del Agua.

Permiten establecer los criterios de calidad del agua para la vida o
comportamiento normal de un organismo o comunidad. Con ellos se determinan
las concentraciones seguras, o que no permiten riesgo alguno a las poblaciones
que habitan en cada zona, contemplando una gran variedad de métodos de
investigación con muchas especies y pueden medir tanto los efectos letales como
los subletales.

Se recomienda que estos resultados deban ser comprobados con estudios
ecológicos, pero se llama la atención de que los mismos no son fáciles de realizar,
puesto que en la naturaleza no hay el control que se tiene en un laboratorio sobre
las concentraciones o los factores ambientales, y el trabajo con ecosistemas
controlados o “
microcosmos”tampoco es fácil de realizar o interpretar.
2.6.3.3 Vigilancia de los Efluentes.

Diseñados para vigilar si se cumplen las normas de descarga y encontrar los
máximos que fortuitamente o intencionalmente son producidos. Estos son de gran
utilidad para estudiar el efecto de mezclas complejas, como en su mayoría son los
residuales industriales.

2.6.3.4 Vigilancia de Áreas de Descarga.

Son pruebas que permiten inspeccionar continuamente un área donde se
descargan residuales. Este se realiza con ejemplares enjaulados y colocados con
una distribución lógica respecto al punto de vertimiento real. Se realiza combinado
con inspecciones ecológicas con las que se pueden detectar cambios a largo
plazo.
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2.6.3.5 Protección de Niveles Tróficos Superiores.

La finalidad de estas pruebas es hallar las sustancias que después de acumularse
en los tejidos de un organismo, dañan a otro por traspaso biológico, al ser
devorados por su predador.

De esta forma, conociendo las sustancias que tienen propiedades acumulativas y
pasan de uno a otro, se pueden proteger las especies que están en peligro y en
última instancia al hombre.

2.6.3.6 Organolépticos.

Son pruebas que miden la aceptabilidad de un recurso sobre el gusto de las
personas; miden el color, olor, sabor y textura entre otros en aquellas especies
que están en contacto con zonas de vertimiento.

Son muy importantes desde el punto de vista de la comercialización, pues aunque
las concentraciones no sean dañinas, ni para la especie contaminada, ni para el
hombre, al alterarse su calidad organoléptica esta pierde su valor comercial.
2.6.3.7 Bioestimulación.

Su objetivo es determinar los problemas que provoca la eutrofización acelerada,
por la descarga de residuales nutrientes. Estos evalúan su poder a estimular el
desarrollo y crecimiento explosivo de las algas. Pueden ser desarrollados lo
mismo a nivel de laboratorio que a nivel de medio receptor.
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2.6.4 Tipos de Bioensayos.

La siguiente tabla muestra la clasificación general de los bioensayos:
Tabla 4. Clasificación General de los Bioensayos Según su Respuesta.
Respuesta Directa
Se realizan para determinar, en un efluente de toxicidad constante o
variable, la concentración capaz de producir un patrón de respuesta en un
tiempo determinado. Las respuestas pueden ser la muerte, inmovilidad,
pérdida de equilibrio entre otros.
Ensayos de Toxicidad Aguda
SEGÚN SU
RESPUESTA Cuantifican las concentraciones
letales de un xenobiótico o
sustancia a una especie en
particular. El valor calculado se
denomina concentración letal media
(CL50), en un tiempo determinado
(generalmente 48 o 96 horas).

Ensayos de Toxicidad Crónica
Estiman la concentración efecto
media
(CE50),
que
es
la
concentración de la sustancia de
prueba que causa un efecto al 50%
de la población experimental, al
cabo de un tiempo determinado.

Respuesta Indirecta
Los bioensayos de respuesta indirecta pueden ser:
Ensayos de
Bioestimulación

Ensayos Organolépticos

SEGÚN SU
Se mide la facultad de las aguas
RESPUESTA
residuales o de las sustancias
químicas
de
estimular
la
multiplicación y el desarrollo de
algas, efecto este de eutroficación
que frecuentemente se traduce en
una proliferación de algas.

Algunos contaminantes pueden
producir
olores
o
sabores
desagradables en los organismos
acuáticos. El contaminante puede
no ser nocivo para el organismo
acuático, pero puede ocurrir que el
organismo pierda valor económico.

Fuente: Los Autores. 2010
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Según la técnica o el procedimiento de ensayo tenemos:

Tabla 5. Clasificación General de los Bioensayos Según su Técnica.
De Sistemas
Estáticos

SEGÚN SU
TÉCNICA

Se efectúa sin la
renovación continua
del flujo constante
de las diluciones
sometidas
al
ensayo.

De Sistemas de
Renovación

De Sistemas de
Flujo Continuo

Los
organismos
se
someten
a
una
preparación fresca de la
misma
concentración
inicialmente empleada,
periódicamente.

Circula
continuamente
una
corriente
de
sustancia de prueba
nueva en contacto con
los
individuos
experimentales.

Tal renovación puede
ser necesaria cuando
importantes sustancias
tóxicas se deterioran, o
son absorbidas, o se
pierden por cualquier
otra razón, con suficiente
rapidez
para
influir
considerablemente con
los
resultados
del
ensayo.

Se realizan con la
renovación continua o
casi continua de las
diluciones sometidas al
ensayo, con el fin de
mantener constantes las
concentraciones de las
sustancias
tóxicas
activas.

Fuente: Los Autores. 2010

2.6.5. Selección y Manipulación de los Organismos de Ensayo.

Desde los primeros trabajos experimentales en estudios toxicológicos, se conoció
de una gran variabilidad en los patrones de respuesta tales como anomalías en las
tasas de mortalidad aun en experiencias de control, por lo que un factor
importantísimo para la realización de un bioensayo es que los animales
experimentales estén en un estado fisiológicamente normal, en algunos casos
difícil de lograr, pero como premisa hay que tratar de alcanzar esta meta.15
15

SUÁREZ ÁLVAREZ, Op. Cit., 13
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Para iniciar las pruebas, la elección de los animales es una cuestión importante;
un criterio estable debe estar de acuerdo a las necesidades y propósitos
esperados, Para obtener la máxima información de los bioensayos es necesario
seleccionar los organismos más apropiados (Ver Tabla 6).
Tabla 6. Grupos de organismos utilizados en bioensayos y su adaptabilidad al laboratorio.

Organismos para
Bioensayos
Algas
Protozoos
Rotíferos
Cladóceros

Copépodos
Camarones
Anélidos
Insectos
Moluscos
Crustáceos
Peces

Adaptabilidad de los organismos como
especies para bioensayos
Cultivo de
Recolección en Campo
Laboratorio
Muy difícil de recolectar
Excelente
cultivo puro
Muy difícil de recolectar
Excelente
cultivo puro
Muy difícil de recolectar
Bueno
cultivo puro
Alta tasa de mortandad
Excelente
después
de
la
recolección de campo
Alta tasa de mortandad
Mediano
después
de
la
recolección de campo
Bueno
Bueno
Mediano
Mediano
Bajo
Mediano
Bueno
Mediano
Bajo
Mediano
Alta tasa de mortandad
Excelente
después
de
la
recolección de campo

¿Comúnmente
utilizado en
Bioensayos?
Si
Muy limitado
Limitado
Si

Limitado
Si
Limitado
Si
Si
Muy limitado
Si

Fuente: Descripción de un protocolo estandarizado de toxicidad aguda para cladóceros. (Del Valls
y Conradi, 2000).

Se debe tener en cuenta que requieren diferentes períodos de aclimatación en el
laboratorio, según las especies, y es sumamente importante que los organismos
de ensayo se manipulen con cuidado, no sufran daños, se encuentren sanos y
sean de edad o tamaño uniformes. La selección de organismos para bioensayos
debe basarse en:
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 Los objetivos del programa toxicológico.
 La información disponible sobre los posibles organismos.
 Las características de las especies.
 Las instalaciones y equipos de laboratorio.
2.6.6 Ensayos Preliminares.16

Estos ensayos se utilizan para determinar en forma preliminar, la toxicidad de una
sustancia o de los efluentes. Los tratamientos son dos y consisten de un control
(se usa agua de laboratorio preparada para el cultivo) y efluente o sustancia pura
sin diluir (100%). El número de réplicas, densidad de los organismos y
procedimientos generales son los mismos empleados en el ensayo definitivo para
la especie en cuestión.

Estos ensayos están diseñados para proveer un estimado preliminar de las
concentraciones, cuando se desconoce la toxicidad de la muestra a evaluar. Se
preparan de cinco a diez diluciones de exposición. Este ensayo permite definir el
orden de magnitud del intervalo de las concentraciones entre las cuales se debe
realizar el ensayo definitivo.
2.6.7 Ensayo Definitivo.17

Una vez obtenidos los resultados de 0 y 100% de mortalidad en los ensayos
preliminares, se comienza ampliando el rango en el cual se obtuvo el 50% de
mortalidad de los organismos, exponiéndolos durante un período de tiempo

16

DELLVALS, T
cladóceros. 2000
17
Ibíd., p. 58

y CONRADI, M. Descripción de un protocolo estandarizado de toxicidad aguda para
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determinado a una serie de concentraciones de un efluente o un compuesto de
interés.

Las soluciones de preparación en un ensayo definitivo son aquellas que contiene
una cantidad predeterminada de efluente o compuesto puro, a las cuales se
exponen los organismos. Las soluciones de exposición se preparan diluyendo la
muestra a evaluar con el agua de dilución apropiada hasta alcanzar las siguientes
concentraciones de exposición: (6,25; 12,5; 25; 50 y 100%). Si se sospecha que el
efluente es altamente tóxico o si ocurre una mortalidad significativa en la dilución
de 6,25% durante las primeras horas de prueba, entonces se deben incluir
menores concentraciones del tóxico.

Se deben consultar protocolos específicos en relación a recipientes o envases de
exposición, volúmenes, densidad de individuos, réplicas, duración y condiciones
del ensayo, mediciones rutinarias y otros detalles.

La mortalidad de los organismos se registra a las 3 h, 6 h, 24 h, 48, 72 y 96 horas.

A continuación se dan a conocer los principales componentes que se deben tener
en cuenta en la realización de Bioensayos:
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2.6.8 Componentes de los Ensayos de Toxicidad.18

2.6.8.1 Tóxicos de Referencia.

Un tóxico de referencia es un compuesto químico orgánico o inorgánico utilizado
en pruebas de toxicidad con fines de control de calidad analítica de los organismos
a utilizar en las pruebas.

Para ello, en la etapa inicial del montaje de un método de prueba debe
seleccionarse un compuesto soluble, de pureza ≥ 99%, al cual se le realicen
pruebas de toxicidad para una especie determinada, con el fin de establecer el
intervalo de concentración del compuesto seleccionado que produce el efecto
esperado. Una vez definido el patrón de la relación dosis-respuesta para el
compuesto elegido, puede ser empleado como tóxico de referencia.

El registro histórico de la respuesta al tóxico de referencia, expresada a través de
los valores de CL50/CI50/CE50, es de utilidad para el control del estado fisiológico
de los organismos empleados y sirve de evidencia para demostrar la estabilidad
de su respuesta biológica.

Algunos de los compuestos que pueden emplearse como tóxicos de referencia
son: Cloruro de Sodio NaCl (US EPA (1993)), Cloruro de Potasio (KCl), Cloruro de
Cadmio (CdCl2), Sulfato de Cobre (CuSO4), Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) y
Dicromato de Potasio (K2Cr2O7). Otras agencias, como Environment Canadá,
recomiendan al Zinc (II) como tóxico de referencia inorgánica y fenol para
sustancias orgánicas; sin embargo, estos compuestos pueden sustituirse por

18

DIAZ BAEZ, et al. Aseguramiento y Control de Calidad de Bioensayos. Colombia. 2000
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otros, dependiendo de la especie de prueba, la matriz utilizada y los puntos finales
medidos.

La precisión de los resultados de las pruebas de toxicidad en el laboratorio es
calculada a través de la confección de cartas o gráficos de control. Este gráfico es
una herramienta que permite determinar la variabilidad de los resultados y, en
consecuencia, definir la aptitud de un laboratorio para obtener resultados
confiables.
2.6.8.2 Cartas de Control de Calidad.19

La carta control es la herramienta de registro que brinda los elementos de juicio
para establecer los intervalos aceptables de variación de la respuesta de los
organismos de prueba a un tóxico de referencia, con un margen de confianza del
95%. Esta carta es el medio de referencia para evidenciar el control de la
sensibilidad de la especie empleada, de la estabilidad de la respuesta biológica y
de la repetitividad (exactitud) de los resultados obtenidos.

La carta control se genera a partir de los resultados de pruebas sucesivas al tóxico
de referencia seleccionado, para el cual se obtiene el valor de la concentración de
efecto medio (CL50/CI50/CE50). Inicialmente ésta puede ser construida con un
mínimo de cinco datos y posteriormente se debe continuar realizando ensayos con
el tóxico para ingresar mensualmente nuevos valores hasta completar una serie
de veinte resultados.

Los valores se van integrando a manera de puntos en un gráfico que relaciona el
número de ensayo, ubicado en el eje X o abscisa, y el valor de la concentración de
19

Ibíd., p. 60
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efecto medio (CL50/CI50/CE50), en el eje Y u ordenada. Posteriormente, los valores
son empleados para el cálculo del valor promedio y la desviación estándar ( ) de
la población de datos. Con estos parámetros estadísticos se calculan los valores
límite (superior e inferior) que definen el intervalo de variación aceptable o
intervalos de confianza (95%) en el que deberán encontrarse los valores de
(CL50/CI50/CE50) obtenidos para futuros ensayos con el tóxico de referencia.
Para la elaboración de las cartas control, se debe preparar una solución estándar
del tóxico de referencia seleccionado. Con la solución estándar del tóxico se
preparan diluciones para obtener una serie de concentraciones, de manera que se
logre obtener al menos dos valores de efecto mayor al 50% y dos más, menores a
dicho porcentaje.

En general, es de esperar que la serie de concentraciones utilizada produzca a
través del tiempo la misma respuesta en cada concentración; se procede a
calcular el punto final de la prueba (CL50/CI50/CE50) utilizando cualquiera de las
técnicas estadísticas recomendadas. La carta control es utilizada para evaluar la
tendencia de los resultados, por lo que el promedio acumulado y los límites de
confianza son recalculados con cada nuevo dato obtenido.

Si en más de un ensayo con los tóxicos de referencia el valor cae fuera de los
límites, los resultados de las pruebas efectuadas deben considerarse provisionales
y sujetos a confirmación. Si el problema persiste y el valor de (CL50/CI50/CE50) del
tóxico de referencia se aleja significativamente del intervalo esperado, deberá
realizarse una revisión de la sensibilidad de los organismos de prueba y eliminar
los datos generados bajo estas circunstancias.
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Este valor se establece realizando un mínimo de cinco o más ensayos con
diferentes lotes de organismos, el mismo tóxico de referencia, iguales
concentraciones, las mismas condiciones y el mismo análisis de datos.
2.6.9 Preparación de Soluciones de Control.20

Cada laboratorio debe conocer el patrón de respuesta de sus organismos al tóxico
de referencia, lo cual permitirá determinar las concentraciones óptimas para
elaborar la curva dosis-respuesta.

Para determinar el volumen de solución estándar necesario para la preparación de
la concentración de interés, puede emplearse la siguiente regla:
·

·

Donde:

Vi y Vf corresponden a los volúmenes iniciales y finales, y Ci y Cf a las
concentraciones iniciales y finales.

Se recomienda hacer chequeos periódicos de la concentración del tóxico, dado
que fenómenos de volatilización, evaporación, etcétera, pueden afectar la
concentración del compuesto en la solución.

Las soluciones del tóxico deben mantenerse en frascos ámbar o protegidos de la
luz con cubierta de papel aluminio a una temperatura de 4± 2 °C (refrigeración).

20

Ibíd., p. 60
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En estas condiciones de preservación, la solución de prueba puede perdurar por
más de 45 días y la solución estándar por más de seis meses. Mientras no se
detecten resultados fuera de los límites normales de respuesta indicado por la
carta control del tóxico de referencia, los patrones podrán usarse por un
prolongado periodo de tiempo. Sin embargo, se sugiere efectuar su renovación a
los 45 días y seis meses, respectivamente.
2.6.9.1 Control Positivo.

Generalmente, como control positivo se utiliza una solución del tóxico con una
concentración cercana a la CL50/CI50/CE50. Para su elaboración, se prepara
inicialmente una solución estándar con una alta concentración a partir de la cual
se preparan soluciones menos concentradas, utilizando como diluente agua dura
reconstituida (US EPA, 1991), o el medio recomendado para cada prueba. En
todos estos procedimientos se debe emplear material volumétrico. Estas
diluciones deben prepararse hasta obtener una concentración cercana al valor
promedio de la CL50/CI50/CE50, obtenida en cada laboratorio.
2.6.9.2 Control Negativo.

El control negativo corresponde a una solución del medio de cultivo del organismo,
o puede utilizarse agua reconstituida con las características de pH, dureza y
alcalinidad óptimas para el desarrollo de los organismos. Cualquiera que sea la
solución seleccionada, existe un porcentaje de efecto máximo que no debe ser
superado durante las pruebas.
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2.6.9.3 Blanco de Procedimiento.

Cuando las muestras son sometidas a un proceso de extracción o concentración
previo a un análisis de toxicidad, se recomienda incluir un blanco de procedimiento
por cada lote de muestras. La preparación del blanco depende del método
aplicado, sin embargo se debe seguir todo el protocolo establecido para la
muestra.

La toxicidad resultante en este blanco no debe exceder el 10% (APHA, 1998); en
caso contrario los resultados quedan invalidados, pues la respuesta estaría
indicando interferencias producto del procesamiento de la muestra. Los resultados
de toxicidad para el blanco no deben mostrar efecto, de lo contrario los resultados
reportados para las muestras no son aceptables.

2.6.9.4 Replicabilidad y Sensibilidad.

La sensibilidad de las pruebas depende del número de réplicas por concentración,
nivel de significancia establecido y tipo de análisis estadístico que se lleve a cabo.

Por esta razón, cuando la variabilidad permanece constante, la sensibilidad de la
prueba puede incrementarse aumentando el número de réplicas. Sin embargo, el
mínimo número de réplicas variará con los objetivos de la prueba y el método
estadístico seleccionado para el análisis de los datos.
2.6.9.5 Puntos Finales (CL50/CE50/CI50, NOEC, LOEC).

El objetivo de un ensayo de toxicidad en una muestra de agua, efluente o
compuesto puro, es estimar la concentración segura o concentración a la cual no
se observa efecto; sin embargo, este término es más un concepto biológico que un
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resultado estadístico, por lo que los resultados aquí utilizados serán: la
concentración más alta a la cual no se observa efecto (NOEC); la concentración
más baja a la que se observa efecto (LOEC); la concentración efectiva (CE)
correspondiente a una estimación de la concentración del tóxico que puede causar
un efecto adverso observable, mediante una respuesta discreta en un porcentaje
dado de organismos; concentración letal (CL), la cual corresponde a la
concentración del tóxico o efluente o muestra que causa la muerte a un
determinado porcentaje de la población expuesta.

El valor de la CL50/CI50/CE50 se debe obtener tanto para el tóxico de referencia
como para las muestras simples o duplicadas. Para el cálculo de la CL50/CI50/CE50
se pueden utilizar técnicas de estimación de punto, tales como los métodos Probit,
Spearman-Karber, gráfico, etc., para lo que se pueden utilizar programas
computacionales especialmente diseñados.
2.7

METALES PESADOS PRESENTES EN EL AGUA

Los metales son materias naturales que han desempeñado un papel fundamental
en el desarrollo de las civilizaciones. Pueden encontrarse en mayores cantidades
en los extractos profundos de los ríos y en menor proporción en la superficie, los
mantos acuíferos no contaminados pueden contener cantidades muy pequeñas.

Uno de los mecanismos mediante el cual los metales llegan al ser humano se
debe a que las plantas absorben el metal a través de la raíz y a su vez las
especies animales lo hacen al alimentarse de aquellas.

La peligrosidad de los metales pesados es mayor al no ser química ni
biológicamente degradables. Una vez emitidos, pueden permanecer en el
ambiente durante cientos de años. Además, su concentración en los seres vivos
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aumenta a medida que son ingeridos por otros, por lo que la ingesta de plantas o
animales contaminados puede provocar síntomas de intoxicación.

La actividad humana incrementa el contenido de estos metales en el ambiente en
cantidades considerables, siendo esta, sin duda, la causa más frecuente de las
concentraciones tóxicas.
2.7.1 Metales Pesados.

Dentro de los metales pesados hay dos grupos:
 Oligoelementos o micronutrientes que son los requeridos en pequeñas
cantidades, o cantidades traza por plantas y animales, y son necesarios
para que los organismos completen su ciclo vital. Pasado cierto umbral se
vuelven tóxicos.

Dentro de este grupo están: As, B, Co, Cr, Cu, Mo, Mn, Fe, Ni, Se y Zn. Estos
elementos minoritarios que se encuentran en muy bajas concentraciones en el
suelo y agua que al evolucionar la vida, adaptándose a estas disponibilidades, ha
ocurrido que las concentraciones más altas de estos elementos se han vuelto
tóxicas para los organismos, forman parte de sistemas enzimáticos, como el
cobalto, zinc, molibdeno, o como el hierro que forma parte de la hemoglobina. Su
ausencia causa enfermedades y su exceso intoxicaciones.
 Metales pesados sin función biológica conocida, cuya presencia en
determinadas cantidades en seres vivos lleva aparejadas disfunciones en el
funcionamiento de sus organismos. Resultan altamente tóxicos y presentan
la propiedad de acumularse en los organismos vivos.

67

Son, principalmente: Cd, Hg, Pb, Cu, Ni, Sb, Bi. Estos son los metales tóxicos
cuya concentración en el ambiente puede causar daños en la salud de las
personas.

Los términos metales pesados y metales tóxicos se usan como sinónimos pero
sólo algunos de ellos pertenecen a ambos grupos. La toxicidad de estos metales
se debe a su capacidad de combinarse con una gran variedad de moléculas
orgánicas, pero la reactividad de cada metal es diferente y consecuentemente lo
es su acción tóxica. Usualmente las moléculas suelen tener dentro de su
estructura grupos sulfidrilos los cuales se combinan con facilidad con los metales
pesados produciendo inhibición de las actividades enzimáticas del organismo.21
2.7.2 Movilidad de los Metales Pesados.

Los metales pesados pueden
 Quedar retenidos en el suelo, ya sea disueltos en la solución del suelo o
bien fijados por procesos de adsorción, complejación y precipitación.
 Ser absorbidos por las plantas y así incorporarse a las cadenas tróficas,
pueden pasar a la atmósfera por volatilización.
 Movilizarse a las aguas superficiales o subterráneas.

21

ARCE GARCÍA, Omar Orlando. Metales pesados presentes en el agua. Facultad de Ciencias y Tecnología.
Universidad de San Simón. Bolivia, 2005.

68

2.7.3 Generalidades del Hierro.

El hierro es un elemento químico de número atómico 26 y de símbolo Fe. Este
metal de transición, es el cuarto elemento más abundante en la corteza terrestre,
representando un 5%.
Figura 10. Extracto de Hierro

Fuente: <http://www.estudiantes.info/.../imagenes/hierro.jpg>

El hierro se encuentra en la naturaleza formando parte de los numerosos
minerales, entre ellos muchos óxidos, y raramente se encuentra libre, además se
encuentra prácticamente en todos los seres vivos y cumple varias funciones.22

Es el elemento más pesado que se produce exotérmicamente por fusión, y el más
ligero que se produce a través de una fisión, debido a que su núcleo tiene la más
alta energía de enlace por nucleón (energía necesaria para separar del núcleo un
neutrón o un protón); por lo tanto, el núcleo más estable es el del hierro-56 (con 30

22

SIERRA ALONSO, Isabel et al. Ciencias Experimentales y Tecnología. Experimentación en química
analítica. p. 109. Universidad Rey Juan Carlos. Madrid, 2007
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neutrones). Además presenta diferentes formas estructurales dependiendo de la
temperatura y presión.

El uso más extenso del hierro es para la obtención de aceros estructurales;
también se producen grandes cantidades de hierro fundido y de hierro forjado.
Entre otros usos del hierro y de sus compuestos se tienen la fabricación de
imanes, tintes (tintas, papel para heliográficas, pigmentos pulidores) y abrasivos
(colcótar).23

2.7.3.1 Consideraciones sobre los Efectos en la Salud Humana.

El hierro es uno de los elementos más abundantes de la corteza terrestre. Es
esencial para los organismos vivos en concentraciones muy pequeñas, pero es
altamente tóxico en niveles altos. El organismo humano tiene mecanismo para
prevenir su absorción en exceso.

En el organismo humano, la mayor parte del hierro se encuentra asociada a
complejos proteicos y en forma predominante en la Hemoglobina, pero existen
reservas de ese metal distribuidas en el hígado, bazo y médula ósea en forma de
ferritina y hemobioderina.

El hierro es tóxico cuando es administrado parentalmente; los adultos tienen
buena protección contra dosis orales elevadas, lo que no ocurre con niños
pequeños, que son particularmente susceptibles de envenenamiento por ingestión
de suplementos de hierro que se expenden en el comercio, preparados para
adultos. Las dosis parentales elevadas pueden producir intoxicación crónica,
provocar lesiones hepáticas y pancreáticas. Intoxicaciones agudas por ingestión
23

WRIGHT, Jhon. Environmental Chemistry. Routledge. Londres, 2003.
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provocan letargo, náuseas, pulso rápido, caída de presión sanguínea y coma. En
este estado, la muerte puede ocurrir dentro de las 12 a 48 horas.

La biodisponibilidad de hierro a partir de los alimentos varía y se conoce poco
sobre su absorción cuando procede del agua. Desde esta óptica hay poca
información sobre las formas químicas del hierro en las aguas para consumo
humano. En aguas aireadas predominan compuestos férricos (Fe III), siendo que
las aguas subterráneas contienen cantidades apreciables de sales ferrosas (Fe II).

Agentes reductores, como el ácido ascórbico, aumentan la absorción del hierro de
los alimentos, sospechándose así que las formas reducidas de hierro, como el
ftatoférrico no es fácilmente absorbido, mientras otros, como ferropritiporfina son
altamente absorbibles.

Como no se conoce la bioabsorción de hierro procedente de agua potable, es
difícil estimar la contribución de esta en la dieta; se supone que es de poca
significancia, en la mayoría de los casos. Sin embargo, en regiones donde hay
carencia de ingestión de hierro, esta contribución puede ser importante como
suplemento en la dieta sólida.24
2.7.3.2 Efectos Ambientales del Hierro.

El hierro (III) -O-arsenito, puede ser peligroso para el medio ambiente; se debe
prestar especial atención a las plantas, el aire y el agua. Se recomienda
encarecidamente que no se permita que el producto entre en el medio ambiente
porque persiste en éste.25
24

C. DE ESPARZA, María Luisa. Curso de remoción de Hierro y Manganeso. El Hierro y el Manganeso en la
salud humana. CEPIS –OPS. p. 2. La Paz, Bolivia. 1992.
25
EMSLEY, John. Nature´s Building Block: An A-Z Guide to the elements. Oxford University Press. 2001.
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2.7.4 Generalidades del Manganeso.

El manganeso es un constituyente importante de las aleaciones tanto ferrosas
como no ferrosas. Se añade en pequeñas cantidades a los aceros, como
depurador, debido a su afinidad para el oxígeno; en grandes cantidades mejora la
tenacidad de los aceros.
Figura 11. Trozos de Manganeso.

Fuente: <http://img21.imageshack.us/i/manganeso.jpg/>

El manganeso, es un metal reactivo, descompone el agua con bastante facilidad
en caliente, y libera hidrógeno de los ácidos diluidos, incluso con el nítrico, dando
sales manganosas divalentes. Arde al calentarlo en atmósfera de nitrógeno dando
el nitruro.

La principal aplicación del manganeso es hacer duros y tenaces los aceros al
manganeso. Se conocen los estados de oxidación de +2 a +7; los dos extremos
son los más importantes- El Mn (II), en agua, forma el complejo octaédrico, de
color rosa, Mn (H2O)62+, y el MnSO4 y el MnCl2 son también sales de color rosa.

72

Los estados de oxidación de Mn (III) a Mn (VI) son raros, salvo el mineral natural
principal, MnO2. El Mn (VI) existe como ion manganato MnO42-. El estado Mn (VII),
es importante, fundamentalmente por el ion permanganato MnO4-, que es uno de
los agentes oxidantes más comunes.26

2.7.4.1. Consideraciones sobre los Efectos en la Salud Humana.

El manganeso, es un elemento esencial para la formación de la estructura ósea en
los procesos de la reproducción y funcionamiento normal del sistema nervioso y
central y, en el metabolismo de carbohidratos. Defectos esqueléticos son
asociados a la deficiencia de manganeso, probablemente debido a la no activación
de

las

enzimas

glicosiltransferasa,

involucradas

en

la

síntesis

de

los

mucopolisacárido. El contenido total de manganeso en el cuerpo humano varía
entre 12 a 20 mg.

Se considera que el manganeso, en trazas, presenta efectos tóxicos menores
sobre los mamíferos y aves y no se conoce del registro de casos por
envenenamiento por ese elemento, excepto una sospecha por contaminación
industrial. No hay ninguna evidencia de contaminación cuando se ingiere en la
alimentación de 8–9 mg/día. En ratas, un exceso de manganeso provocó
deficiencia en la absorción de hierro.

En aguas potables, la presencia del manganeso raramente excede valores por
encima de 0,05 mg/L Mn, valor considerado dentro de los estándares de calidad,
frente a las características estéticas que ese elemento puede inducir en el agua
(color).27

26
27

DICKERSON et al. Principios de química. Editorial Reverté S.A. 3ª Edición. p. 333. Barcelona, 1992.
C. DE ESPARZA Op.cit. p. 71
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2.7.4.2 Efectos Ambientales del Manganeso.

Los compuestos del manganeso existen de forma natural en el ambiente como
sólidos en suelos y pequeñas partículas en el agua. Las partículas de manganeso
en el aire están presentes en las partículas de polvo. Estas usualmente se
depositan en la tierra en unos pocos días.

Los humanos aumentan las concentraciones de Manganeso en el aire por las
actividades industriales y a través de la quema de productos fósiles. El
Manganeso que deriva de las fuentes humanas puede también entrar en la
superficie del agua, aguas subterráneas y aguas residuales. A través de la
aplicación del Manganeso como pesticida el Manganeso entrará en el suelo.

Para algunos animales la dosis letal es bastante baja, lo cual significa que tienen
pocas posibilidades de supervivencia incluso a pequeñas dosis de manganeso
cuando este excede la dosis esencial. El Manganeso puede causar disturbancias
en los pulmones, hígado y vasculares, decremento de la presión sanguínea, fallos
en el desarrollo de fetos de animales y daños cerebrales.

Cuando el Manganeso es tomado a través de la piel este puede causar temblores
y fallos en la coordinación. Finalmente, las pruebas de laboratorio con animales
han mostrado que diversos envenenamientos con Manganeso deberían incluso
ser capaces de causar el desarrollo de tumores en animales.

En plantas los iones del Manganeso son transportados hacia las hojas después de
ser tomados en el suelo. Cuando muy poco manganeso puede ser absorbido
desde el suelo esto causa disturbaciones en los mecanismos de las plantas. Por
ejemplo disturbaciones en la división del agua en hidrógeno y oxígeno, en lo cual
el Manganeso juega un papel importante. El Manganeso puede causar síntomas
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de toxicidad y deficiencia en plantas. Cuando el pH del suelo es bajo las
deficiencias de Manganeso son más comunes.

Concentraciones altamente tóxicas de Manganeso en suelo pueden causar
inflamación de la pared celular, abrasamiento de las hojas y puntos marrones en
las

hojas.

La

deficiencia

puede

también

causar

estos

efectos

entre

concentraciones tóxicas y concentraciones que causan deficiencias una pequeña
área de concentraciones donde el crecimiento de la planta es óptimo puede ser
detectado.28

28

EMSLEY Op.cit., p. 71
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3. METODOLOGÍA

A continuación se da a conocer de forma detallada como se realizó este proyecto
de investigación: diseño experimental, aclimatación de los organismos, pruebas de
toxicidad, los resultados obtenidos y su respectivo análisis estadístico.

La metodología está compuesta por II fases: Diseño, Aclimatación y Pruebas de
Toxicidad.

3.1

FASE I. DISEÑO Y ACLIMATACIÓN

3.1.1. Diseño Experimental.

Para la realización de ésta investigación se tuvieron en cuenta 3 variables las
cuales se describen inmediatamente:
 Variable independiente: durante la realización de las pruebas de toxicidad
se utilizó como variable independiente la concentración de las sustancias
de interés (Dicromato de potasio (K2Cr2O7), Cloruro de Hierro (FeCl2) y
Óxido de Manganeso (MnO2), buscando establecer un efecto sobre una
determinada población en donde todas las unidades experimentales son
homogéneas.
 Variable dependiente: La concentración Letal Media (CL50-96) del Cloruro
de Hierro (FeCl2) y Óxido de Manganeso (MnO2) se manejaron como las
variables dependientes durante la investigación en un tiempo de exposición
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de 96 horas. Este resultado depende de los efectos que tienen el Hierro y el
Manganeso sobre los organismos de prueba.
 Constantes: Permanecieron constantes los organismos empleados en
cada ensayo (5 alevinos de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss) por
pecera), tiempo de exposición (96 horas) y los parámetros fisicoquímicos
(temperatura, pH y oxigeno disuelto). Estos parámetros fueron controlados
con el fin de cumplir con los protocolos internacionales validados para éste
tipo de ensayo, CETESB LBp01 (Ver Anexos). Cabe resaltar que este
protocolo fue suministrado por el Docente de la Universidad de La Salle y
Director de la investigación Pedro Miguel Escobar Malaver.

Inicialmente se realizaron pruebas preliminares utilizando concentraciones en los
rangos 20 a 100 p.p.m. de Dicromato de Potasio (K2Cr2O7) para la sensibilidad y
de igual forma para el Cloruro de Hierro (FeCl2) y el Óxido de Manganeso (MnO2).
Luego de obtener estos datos preliminares se realizaron 20 pruebas definitivas de
Dicromato de Potasio, 20 pruebas de Cloruro de Hierro y 20 pruebas con el Óxido
de Manganeso, utilizando cinco (5) organismos por pecera, basándose en los
protocolos establecidos por CETESB, baterías de cinco concentraciones más el
control y cuatro replicas por ensayo, con un total de 48 peceras por prueba
toxicológica, (Ver Figura 12), 240 organismos por cada una, y 20 organismos por
concentración, correspondiendo cada uno al 5%.

Una vez obtenidos los resultados de mortalidad, se realizó el análisis Probit para la
obtención de la Concentración Letal Media (CL50-96), utilizando el protocolo LBp03,
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“
análisis de regresión y análisis Probit”(Ver Anexos), donde se da a conocer el
procedimiento para la obtención de la misma. Los datos obtenidos a partir del
experimento diseñado estadísticamente, fueron analizados por el método conocido
como Análisis de Varianza, ANOVA. Ésta es una técnica que consiste en aislar y
estimar las varianzas separadas que contribuyen a la varianza total de un
experimento; es entonces posible, ensayar si ciertos factores producen resultados
significativos diferentes de las variables ensayadas (CETESB). El protocolo de
este método se encuentra en los Anexos.

Figura 12. Baterías para Bioensayos.

Fuente: Los Autores. 2010
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3.1.2 Aclimatación y Mantenimiento.

3.1.2.1 Preparación de los acuarios.

Para realizar las pruebas de toxicidad fue necesario ajustar los acuarios, se
instalaron aireadores mecánicos para permitir una óptima aireación por un periodo
aproximado de 10 días. Durante este tiempo los acuarios alcanzaron condiciones
óptimas para la aclimatación de los alevinos antes de la realización de las pruebas
(Ver figura 13).

Los parámetros que se debían monitorear constantemente en este lapso de
tiempo antes de la introducción de los alevinos eran:
 Oxigeno Disuelto (O.D.): > 6 p.p.m.
 pH: 7 unidades
 Temperatura: < 18 ºC

Figura 13. Adecuación previa de Acuarios.

Fuente: Los Autores. 2010
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Estos parámetros fueron tenidos en cuenta con el fin de mantener los acuarios en
óptimas condiciones antes de introducir los alevinos y realizar las pruebas.
3.1.2.2 Aclimatación de los Alevinos de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus
mykiss).

Una vez obtenidas las condiciones adecuadas en los acuarios (transcurridos los
10 días), los alevinos de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss) fueron obtenidos
de la granja piscícola Suralá en Chocontá, Cundinamarca y otros de la Piscícola
Acuagranja en Rionegro, Antioquia. Los organismos fueron transportados en
bolsas de polietileno de calibre 100*40 cm donde se introducen aproximadamente
200 alevinos de 4 cm cada uno con 35 días de nacidos (Ver Figura 14).
Figura 14. Transporte de Alevinos en bolsa.

Fuente: Los Autores 2010.

Para el transporte de los alevinos los operarios de la granja deben inyectar
oxigeno en las bolsas para que los peces estén bien acondicionados para el viaje.
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Una vez que los peces estuvieron en el lugar donde se realizaron las pruebas
(Laboratorio de Bioensayos de la Universidad de La Salle), se introdujeron las
bolsas (donde se trasladaron los peces) en los 2 acuarios de 50 y 100 litros cada
uno (Ver Figura 15) por un periodo aproximado de una hora y media a dos horas.

Este procedimiento se realizó con el fin de igualar la temperatura del medio donde
vienen los alevinos (bolsa), con la de los acuarios donde serán depositados.

Figura 15. Aclimatación de Alevinos en Laboratorio.

Fuente: Los Autores 2010.

Transcurrido el periodo mencionado, se introdujeron los peces en pequeños
grupos evitando verter el agua donde vienen al acuario (evitar contaminación del
agua).

Se debe tener en cuenta que la cantidad de alevinos por acuario de 100 L y 50 L
deben ser de 140 y 100 respectivamente para no saturar los acuarios y además
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evitar que se consuma rápidamente el oxigeno disuelto presente en el agua (Ver
Figura 16).
Figura 16. Introducción de Alevinos en Acuario

Fuente: Los Autores 2010.

3.1.2.3 Alimentación

Los alevinos fueron alimentados dos veces al día (una vez en la mañana y una
vez en la tarde) con Nutripez. Es necesario tener en cuenta que el alimento se
suspende 24 horas antes del inicio de las pruebas de toxicidad para garantizar los
resultados y su confiabilidad.

El alimento para los alevinos fue conseguido en casas de acuario en forma de
hojuelas siendo importante conocer la proporción de su componente principal. La
composición del alimento Nutripez en hojuela con vitaminas y minerales (el
suministrado a los alevinos) es la siguiente:
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Tabla 7. Composición del alimento de los Alevinos.

NUTRIPEZ EN HOJUELAS
COMPOSICIÓN
Proteína mínima
38%
Grasa mínima
8%
Fibra máxima
Ceniza máxima
Humedad máxima

2.5%
9.8%
5%

Fuente: Los Autores. 2010

El alimento se mantuvo siempre en un lugar seco y fresco, protegido de la luz
solar. Los sobrantes de dicho alimento en el acuario fueron retirados (por
aspiración) ya que se podía descomponer y ser perjudicial para los alevinos.

3.1.2.4 Mantenimiento de los Acuarios durante el Proceso de Aclimatación
de los Alevinos de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss).

Una vez introducidos los alevinos a los acuarios debe hacerse un mantenimiento
periódico (cada 2 días) de los mismos para evitar la producción de amonio, gases
y la infección de los peces o en su defecto su muerte.

Este mantenimiento se hace por medio de un sifón o una malla para retirar las
heces y el exceso de comida que hay presente en el acuario (Ver Figura 17). Para
evitar la presencia de hongos en el acuario es factible agregar al agua 1 ó 2 gotas
de azul de metileno.
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Figura 17. Mantenimiento de Acuarios.

Fuente: Los Autores 2010.

3.1.2.5 Preparación del Agua de Dilución.

El agua que fue utilizada para el mantenimiento de los acuarios y para las pruebas
de toxicidad de los alevinos, fue preparada en un tanque que tiene un volumen de
1 m3 (Ver Figura 18). Esta fue oxigenada y declorada durante un periodo de
tiempo de 8 a 10 días aproximadamente, hasta alcanzar una saturación del 80%
de oxigeno (mediante bombas), para su previa utilización en las pruebas de
sensibilidad y de toxicidad. Una vez transcurrido ese periodo se verificó que el
oxigeno disuelto tuviera valores de no menores a 6.0 mg/L, temperatura entre 17 y
19 ºC y pH de 6.5 y 7.5 unidades cumpliendo con los parámetros establecidos por
los protocolos de CETESB LBp01.

El agua de dilución que se preparó en este tanque fue utilizada para las pruebas
de sensibilidad con Dicromato de Potasio y de toxicidad con Cloruro de Hierro
(FeCl2) y Óxido de Manganeso (MnO2) en las 48 peceras de 2,5 L cada una. Se
realizó esta operación para asegurar la presencia de oxigeno en el momento de
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realizar las pruebas y así garantizar que la mortalidad de los peces se debió
exclusivamente al efecto del tóxico en los alevinos y no por razones distintas. En
cada pecera se agregó la cantidad de tóxico dependiendo de las concentraciones
establecidas y se completaron los volúmenes a 2000 ml (2 L) con esta agua de
dilución.

Figura 18. Tanque para Preparación del Agua de Dilución.

Fuente: Los Autores 2010.
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3.2

FASE II. PRUEBAS DE TOXICIDAD

3.2.1 Pruebas Preliminares y Definitivas.

En esta fase de la investigación se describen las pruebas de toxicidad donde se
emplearon alevinos de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss), con un tamaño de
4 cm, peso de 1 gr y 35-45 días de nacidos.

A continuación damos a conocer como se prepararon las soluciones, el montaje
de las pruebas de toxicidad, la realización de las pruebas de sensibilidad con
Dicromato de potasio K2Cr2O7 (sustancia de referencia) y finalmente pruebas
toxicológicas con Cloruro de Hierro (FeCl2) y Óxido de Manganeso (MnO2).
3.2.2 Montaje de la Prueba.

El montaje se realizó utilizando 48 peceras de 2.5 litros cada una, colocadas en
estantes de 70 x 30 cm con seis entrepaños o baterías. Estas peceras se
distribuyeron en 6 baterías con diferentes concentraciones y cada una organizada
por cuadruplicado (Ver Figura 19).

La primera batería de peceras fue utilizada como blanco y las 5 restantes fueron
utilizadas para las diferentes concentraciones del tóxico, con el fin de obtener la
Concentración Letal Media (CL50-96).
Las concentraciones preliminares fueron preparadas teniendo en cuenta los
rangos conocidos de anteriores investigaciones del agente tóxico y las
concentraciones definitivas fueron preparadas teniendo en cuenta los resultados
obtenidos de las pruebas preliminares y llevadas a las peceras a un volumen de 2
litros con agua de dilución.
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La prueba inicia en el momento de haber colocado el último alevino de Trucha
Arco Iris (Oncorhynchus mykiss) en la última pecera.
Figura 19. Montaje de la Prueba.

Fuente: Los Autores 2010.

La lectura de las pruebas se realizó a las 3 horas, 6 horas, 24 horas, 48 horas, 72
horas y finalmente a las 96 horas de haber comenzado la prueba de toxicidad.
Estos resultados son registrados en una tabla de datos que se encuentra
especificada en los anexos.
3.2.3 Pruebas Preliminares de Toxicidad con Dicromato de Potasio
(K2Cr2O7).
Al implementar

los

test de

toxicidad, se

hace

necesario efectuar

su

estandarización que consiste en establecer la sensibilidad de la especie y la
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reproducibilidad del experimento frente a un tóxico de referencia, en este caso
Dicromato de potasio K2Cr2O7.
Las pruebas que se realizaron de sensibilidad abarcaron grandes rangos de
concentraciones con el fin de establecer el 0 y 100% de la mortalidad del tóxico
sobre los organismos utilizados.

Para la realización de las pruebas preliminares de sensibilidad se preparó la
solución madre, es decir la solución base para la realización de las demás
soluciones. Esta solución fue preparada a partir de Dicromato de potasio a una
concentración de 1000 p.p.m., ya que en investigaciones realizadas en la
Universidad de La Salle se establecieron rangos de sensibilidad con una
mortalidad del 50% de los organismos a prueba. En anteriores investigaciones se
utilizaron rangos de 0-500 p.p.m. arrojando como resultado que a una
concentración de 100 p.p.m. la mortalidad de los organismos expuestos al tóxico
es del 100%, dando como resultado la utilización de rangos que oscilan entre 0 y
100 p.pm.

3.2.4 Pruebas Definitivas de Toxicidad con Dicromato de Potasio (K2Cr2O7).
Una vez obtenidas las concentraciones preliminares, se realizaron las pruebas
definitivas utilizando los rangos selectivos de acuerdo con los resultados de los
ensayos preliminares que permitieron la obtención de la respectiva CL50-96. Para la
obtención de la Concentración Letal Media se realizaron 18 pruebas de
sensibilidad con los alevinos de Trucha Arco Iris hasta encontrar el dato exacto y
garantizar la veracidad de los resultados.

Durante esta prueba se expusieron alevinos de Trucha Arcoíris a diferentes
rangos de soluciones de Dicromato de potasio (K2Cr2O7), determinando las
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concentraciones que producirían la muerte del 50% de los organismos expuestos
en un periodo de 96 horas.

Las concentraciones que se utilizaron de K2Cr2O7 fueron: 20 ppm., 40 ppm, 60
ppm, 80 ppm, 100 ppm y un blanco (agua declorada). Cada concentración se
realizó por cuadruplicado, es decir se realizó la prueba repitiendo cada
concentración 4 veces para obtener resultados más exactos en las 48 peceras
(Ver anexos).

Se tomaron éstas concentraciones basándonos en investigaciones realizadas
anteriormente por la Universidad de La Salle (0-100 ppm), Universidad Nacional
de Colombia, y el Laboratorio de la CAR, con el fin de corroborar dichos estudios
y comprobar si la sensibilidad de los organismos de prueba es la misma.

Las soluciones que se utilizaron para las pruebas se realizaron agregando cada
concentración a cada una de las baterías y se llevo a un volumen de 2000 ml con
agua de dilución. Una vez realizado este procedimiento y llenadas todas las
peceras se agitaron muy bien y se esperó por un periodo de 15 minutos antes de
empezar a colocar los peces.

Al introducir el último alevino en la última pecera empieza a correr el tiempo, el
cual termina 96 horas después de iniciada la prueba. Cabe resaltar que durante
las 96 horas los peces no pueden ser alimentados. A medida que los peces van
muriendo, deben ser sacados de las peceras para evitar errores en los resultados.

Finalmente, obtenidos los resultados de mortalidad, se realizó el análisis de
varianza y por último el análisis Probit para la obtención de la CL50-96.
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3.2.5 Pruebas Preliminares de Toxicidad con Hierro y Manganeso.

Para la realización de las pruebas preliminares se preparó la solución madre, es
decir la solución base para la elaboración de las demás soluciones (Ver Figura
20); la solución de Hierro fue preparada a partir del Cloruro de Hierro (FeCl2), y la
solución madre de Manganeso se preparó a partir del Óxido de Manganeso
(MnO2).
Figura 20. Preparación Soluciones madre.

Fuente: Los Autores 2010.

Se prepararon seis (6) concentraciones iniciales, se realizó la prueba por
cuadruplicado y se observó el comportamiento de la misma para saber si era
necesario disminuir o aumentar los valores de las concentraciones. Las
concentraciones utilizadas fueron: 0.1 p.p.m., 1 p.p.m., 5 p.p.m., 10 p.p.m., y 20
p.p.m.
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3.2.6 Pruebas Definitivas de Toxicidad con Hierro y Manganeso.

Las pruebas definitivas con hierro y manganeso se realizaron teniendo en cuenta
los rangos de 0% y 100% de mortalidad, los cuales fueron obtenidos en las
pruebas preliminares empleando aquellos que permitieron obtener la respectiva
Concentración Letal Media (CL50-96) de los tóxicos de referencia.
Esta etapa se estableció mediante la metodología descrita en el protocolo LBp02
“
Pruebas de Toxicidad”obteniendo la CL50-96 del Hierro y el Manganeso, con sus
límites de confianza, manejando la metodología descrita en el protocolo LBp03
Análisis de Regresión y Análisis Probit (Ver anexos) y validando los resultados por
medio de análisis de varianza (ANOVA), cuya metodología esta descrita en el
protocolo LBp04

“
Análisis de varianza”(Ver anexos). Estos protocolos hacen

parte del proyecto de investigación del grupo de Bioensayos y se encuentran en
los archivos del laboratorio de Bioensayos de la Facultad de Ingeniería Ambiental
y Sanitaria.

Las pruebas definitivas son consideradas válidas según metodología CETESB,
dentro de las siguientes condiciones:
 La mortalidad en los controles no debe ser mayor que el 10% y
preferiblemente no más que el 5%.
 Si la mortalidad en el control sobrepasa el 10%, esta prueba se considera
no representativa, se descarta y se requiere la repetición de la misma.
 La concentración de oxígeno disuelto en las soluciones test durante el
transcurso del ensayo debe ser mayor a 4 mg/L.
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3.2.7 Obtención de Resultados.

El valor se calcula con una confiabilidad del 95%. La estimación de este valor
sigue un modelo matemático que asume relación continua entre dosis y respuesta.

Este valor se obtiene por medio del método Probit; que es un modelo estadístico
que analiza las pruebas de toxicidad. El método consiste en la aplicación de
correlaciones estadísticas para estimar las consecuencias desfavorables sobre
una población a los fenómenos físicos peligrosos; nos da una relación entre la
función de probabilidad y una determinada carga de exposición.
3.2.8 Análisis de Varianza para las Pruebas Toxicológicas.

Se inicia postulando una hipótesis nula y una hipótesis de alternativa para la
realización de la ANOVA, como se muestra a continuación:

Ho: Las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los
organismos.
H1: Las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los
organismos.

Para el análisis del resultado se debe tener en cuenta la siguiente condición:

Fc > Ft: se rechaza la hipótesis nula y se acepta la hipótesis alternativa.
Fc < Ft: se acepta la hipótesis nula y se rechaza la hipótesis alternativa.

Para determinar si dos variables difieren o no significativamente una de la otra,
debemos hacer uso de la distribución F, ésta distribución fue escrita por primera
vez por el estadístico R.A. Fisher.
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Inicialmente se deberá comenzar buscando el número de grados de libertad del
grupo al que corresponda la varianza más pequeña. Una vez hallada y
moviéndonos por la columna determinaremos la entrada del número de grados de
libertad del grupo al que corresponda la varianza mas grande.

En este punto establecido, podremos concretar el valor crítico de F, el cual es
necesario para rechazar la hipótesis nula, punto en el cual se plantea si no hay
diferencias entre la varianza. La F, por si misma, se define como:
á
á

ñ

Para el tratamiento de análisis de varianza tenemos:
24, ú

6, ú

.

,

:
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Haciendo uso de la Distribución F, y utilizando la Tabla de Valores Críticos29 de la
Distribución F para un Nivel de confiabilidad del 95%, tenemos que:
,

,

5,18

2.773

Para nuestro caso encontramos el valor crítico para F= 2.773, por ello si Fc
(calculado) es mayor que Ft (teórico), se rechaza la hipótesis nula.

29

Engineering Statics Handbook. Upper Critical Values of
<http://www.itl.nist.gov/div898/handbook/eda/section3/eda3673.htm>
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the F Distribution.

Disponible en:

4. RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS

Para el desarrollo y análisis de las pruebas de toxicidad con HIERRO Y
MANGANESO y el tóxico de referencia (Dicromato de potasio), se adoptó la
metodología ya establecida CETESB (Brasil), donde se identifican los pasos para
obtener pruebas exitosas y comparativas con otros bioensayos regidos por la
misma metodología.

A continuación se expresan los resultados obtenidos por este proyecto de
investigación, de acuerdo a la metodología anteriormente descrita.
4.1.

Ensayos de Sensibilidad con Dicromato de Potasio (K2Cr2O7).

Para obtener la sensibilidad de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), se
calculó la concentración letal media CL50-96 tomando como tóxico de referencia el
Dicromato de Potasio, según lo establecido por la CETESB (Brasil), metodología
que se ha venido trabajando en los anteriores grupos de investigación de
Bioensayos de la facultad de Ingeniería Ambiental y Sanitaria de la Universidad de
La Salle.

La concentración letal media del Dicromato de Potasio (K2Cr2O7) se determinó con
las concentraciones definitivas, realizadas durante los meses de Agosto y
Septiembre de 2009, en las cuales se obtuvo un porcentaje de mortalidad de 0%
al 100%. Estos resultados, se calcularon con el programa estadístico Probit, en el
cual se incluyeron los datos de los ensayos, determinando los respectivos límites
de confianza al 95% (Ver Anexos).

94

Con los resultados obtenidos se construyó la carta de control con el valor
promedio y la desviación estándar (Ver Tabla 8).
Tabla 8. Carta de Control de Sensibilidad con Dicromato de Potasio y sus límites de
confianza.

N° de
Prueba

Fecha

Límite Inferior (mg/L)

CL50-98
(mg/L)

Límite
Superior
(mg/L)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18

10/08/2009
10/08/2009
18/08/2009
18/08/2009
24/08/2009
24/08/2009
31/08/2009
31/08/2009
07/09/2009
07/09/2009
14/09/2009
14/09/2009
21/09/2009
21/09/2009
28/09/2009
28/09/2009
09/10/2009
09/10/2009

25,8087
39,7415
28,5246
31,3769
52,5906
49,4505
46,8855
45,3242
38,4817
36,9633
30,8858
32,0725
41,8277
46,4474
49,7562
33,6662
31,6965
32,0725

40,7863
57,3017
41,0457
46,8547
62,9992
57,9735
53,7093
52,5060
44,2345
46,5747
44,6109
39,5784
51,4289
54,2137
62,4284
42,2082
47,7743
39,5784

53,4774
74,9209
52,6437
60,2038
76,3232
68,7109
60,1547
59,4713
51,6415
56,2517
54,1008
46,5505
61,6628
62,0605
72,2116
50,2745
62,0213
46,5505

Sumatoria
Promedio (X) CL50-96
S
2S
Límite Superior (X + 2S)
Límite Inferior (X - 2S)

885,8068
49,2115
7,672895151
15,3457903
64,5573
33,8657

Fuente: Los Autores 2010.
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Como resultado de las pruebas de sensibilidad de los organismos frente al tóxico
de referencia en la investigación, sus límites de confianza con respecto a la
obtención de la Concentración Letal Media CL50-96 son:
Tabla 9. Resultado de Pruebas de Sensibilidad con Dicromato de Potasio.

Límite Superior

64,5573 mg/L

Concentración Letal Media (CL50-96)

49,2115 mg/L

Límite Inferior

33,8657 mg/L

El resultado obtenido en esta investigación lo comparamos con otros datos
registrados para la especie Oncorhynchus mykiss, los datos relacionados a
continuación se obtienen de otras investigaciones realizadas:
Tabla 10. Comparación de los resultados de sensibilidad con Dicromato de potasio con
otras investigaciones.
CONCENTRACIÓN
AÑO
TÍTULO DE LA INVESTIGACIÓN
LETAL MEDIA
Universidad Nacional de Colombia. Facultad de
2008
51,62 mg/L
Medicina Veterinaria.
Determinación de la Concentración Letal Media CL50-96
2008 de Cadmio y Aluminio mediante Bioensayos con Trucha
56,43 mg/L
Arco Iris “
Alevinos De Oncorhynchus Mykiss.”
Determinación de la concentración letal
media (CL50-96) del mercurio y el cromo
2008
49,19 mg/L
utilizando alevinos de trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss).
Determinación de la Concentración Letal Media (CL50-96)
2009
del Cianuro, por medio de Bioensayos Sobre Alevinos
52,39 mg/L
de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss).
Determinación de la Concentración Letal Media (Cl50-96)
2010 de Hierro y Manganeso mediante Bioensayos utilizando
49,21 mg/L
Alevinos de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss)
Fuente: Los Autores 2010.
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Frente a nuestro resultado obtenido luego de realizar las pruebas de sensibilidad
con Dicromato de Potasio es factible asegurar que dicho valor se ajusta a
mediciones realizadas

con

anterioridad sobre la

misma

especie, como

consecuencia esto nos asegura una confiabilidad sobre los valores obtenidos.

Estos ensayos se realizaron con el fin de establecer la sensibilidad de la especie y
su respuesta frente a un tóxico de referencia según las repeticiones del ensayo.

Con estas pruebas se certificó que la respuesta de la población se debe a la
sustancia que se desea analizar y no a variaciones del cultivo o a fallas
operacionales en la aplicación del método, determinando el rango de variabilidad y
sensibilidad frente al tiempo de exposición.

La Concentración Letal Media (CL50-96) promedio obtenida en las pruebas de
sensibilidad es 49,2115 mg/L y sus límites de confianza son 64,5573 mg/L (límite
superior) y 33,8657 mg/L (límite inferior) expresados como Dicromato de Potasio.

Los resultados obtenidos en las pruebas de sensibilidad fueron muy similares,
dando confiabilidad al momento de hacer los ensayos preliminares y definitivos de
los tóxicos a evaluar, garantizando el buen estado fisiológico y de aclimatación de
los organismos y así mismo garantizando un buen resultado de las pruebas.

A continuación se muestra la gráfica que presenta la distribución de las
sensibilidades en la carta de control obtenidas durante el tiempo de las pruebas,
así mismo, el promedio (CL50-96) obtenido y sus respectivos límites.
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Gráfica 1. Sensibilidad con Dicromato de Potasio.
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Fuente: Los Autores 2010.
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Límite Superior

17

18

4.1.1 Análisis de Varianza.

El análisis de varianza se realizó siguiendo la metodología del protocolo LB04 del
laboratorio de bioensayos de la Universidad de La Salle “
Análisis de Varianza”
(Ver Anexos).

Para la realización del análisis de varianza ANOVA de cada una de la pruebas, se
postuló la hipótesis nula y la hipótesis alternativa de la siguiente forma:

Ho: Las diferentes concentraciones producen el mismo efecto en todos los
organismos.
H1: Las diferentes concentraciones producen un diferente efecto en todos los
organismos.

Para el análisis del resultado se debe tener en cuenta la siguiente condición:

Fc > Ft: se rechaza la hipótesis nula y se acepta la hipótesis alternativa.
Fc < Ft: se acepta la hipótesis nula y se rechaza la hipótesis alternativa.

En los Anexos, se encuentran todos los resultados de la manera como se
ingresaron al programa y los distintos resultados arrojados.
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4.1.2 Análisis de Varianza de las Pruebas Definitivas de Sensibilidad con
Dicromato de Potasio K2Cr2O7.
En la tabla 11 se presentan los resultados del análisis de varianza para las 18
pruebas definitivas con el Dicromato de potasio:
Tabla 11. F calculado vs F teórico. Prueba definitiva de sensibilidad Dicromato de
Potasio.

N° de
Prueba

Fecha

FC
(Calculado)

FT (Teórico)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18

10/08/2009
10/08/2009
18/08/2009
18/08/2009
24/08/2009
24/08/2009
31/08/2009
31/08/2009
07/09/2009
07/09/2009
14/09/2009
14/09/2009
21/09/2009
21/09/2009
28/09/2009
28/09/2009
09/10/2009
09/10/2009

29,592
17,431
18,863
28,378
19,566
24,795
146,733
38,349
45,138
22,914
35,607
57,40
27,459
24,208
17,40
35,760
16,636
14,037

2,773

Fuente: Los Autores 2010.
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Luego de realizar los respectivos procedimientos con ANOVA, se observa que F
calculado es mayor al F teórico, esto quiere decir, que se rechaza la hipótesis nula
y se acepta la hipótesis alterna.

Podemos concluir que las diferentes concentraciones utilizadas durante el ensayo
producen efectos diferentes en

los organismos de prueba, este análisis

estadístico comprueba que al aumentar la concentración del Dicromato de Potasio
(K2Cr2O7) aumenta la mortalidad de los organismos de prueba.
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4.2

ENSAYOS CON LA SUSTANCIA PURA HIERRO A PARTIR DEL

CLORURO DE HIERRO (FeCl2).
Para la realización de las pruebas de toxicidad con hierro se emplearon Alevinos
de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss) de 3 cm de longitud y 35-45 días de
nacidos, los organismos fueron expuestos a diferentes concentraciones de Cloruro
de Hierro (FeCl2) por un periodo de 96 horas, ya que está demostrado que en este
tiempo la mortalidad de los organismos de prueba se presenta por la acción del
tóxico y no por inanición (alimento) u otras variables (pH, temperatura, oxigeno
disuelto). El resultado de esta exposición es la Concentración Letal Media CL50-96,
que produce la mortalidad al 50% de la población expuesta en un tiempo de 96
horas.

Inicialmente se determinó el 0 y el 100% de la mortalidad de los alevinos con la
prueba preliminar, teniendo en cuenta a que concentración ningún organismo se
ve afectado (0%) y de la misma manera a que concentración la mortalidad de los
organismos era total (100%). Al obtener estos rangos se realizaron repeticiones
con el fin de corroborar los datos y garantizar la homogeneidad de los resultados.

Una vez realizadas las pruebas preliminares, se iniciaron las pruebas definitivas
teniendo en cuenta los resultados arrojados inicialmente (0% y 100% de
mortalidad) para determinar el rango y hallar el valor de la CL50-96 del Glifosato
Hierro. El procedimiento realizado cumple con los protocolos internacionales
establecidos por CETESB.

Se realizaron las diez (10) pruebas con concentraciones que variaban desde 0.1
p.p.m. hasta 20 p.p.m. de Hierro, donde los valores más altos representaban una
mortalidad del 100% y el más bajo representaba una mortalidad del 0% (Ver
Anexos).
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Una vez obtenidos los resultados de las 10 pruebas se determinaron los Límites
de Confianza Inferior (LCI) y Límites de Confianza Superior (LCS) a través del
software estadístico PROBIT, los datos obtenidos de CL50-96, LCI y LCS fueron
promediados para determinar la Concentración Letal Media Definitiva como se
observa en la Tabla 12 que se presenta a continuación:
Tabla 12. Carta de Control de Prueba de Toxicidad para el Hierro y sus límites de
Confianza.

N° de
Prueba

Fecha

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

13/10/2009
13/10/2009
19/10/2009
19/10/2009
26/10/2009
26/10/2009
03/11/2009
03/11/2009
09/11/2009
09/11/2009

Límite Inferior (mg/L)

CL50-98
(mg/L)

Límite
Superior
(mg/L)

0,2207
0,5580
0,8913
0,3898
0,1319
0,2392
0,6468
0,6340
0,4119
0,7836

1,0079
1,3565
2,2404
1,1106
0,5631
0,7445
2,1089
1,4845
1,5611
1,7365

2,470
2,6665
5,0010
2,3359
1,3107
1,5709
4,2623
0,2878
4,1163
3,3007

Sumatoria
Promedio (X) CL50-96
S
2S
Límite Superior (X + 2S)
Límite Inferior (X - 2S)

13,9140
1,3914
0,550138
1,100276
2,4917
0,2911

Fuente: Los Autores 2010.

103

Como resultado del procedimiento realizado y de la tabulación de los datos,
obtenemos la Concentración Letal Media del Hierro, utilizando los organismos
Alevinos de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss) y sus límites de confianza:
Tabla 13. Resultado de Pruebas de Toxicidad con Hierro.

Límite Superior

2,4917 mg/L

Concentración Letal Media (CL50-96)

1,3914 mg/L

Límite Inferior

0,2911 mg/L

En la Gráfica 2, se presenta la distribución de los resultados de la Carta de Control
obtenidos durante el tiempo de las pruebas, así mismo, el promedio obtenido y sus
respectivos límites.
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Gráfica 2. Carta de Control Prueba de Toxicidad para el Hierro.

Concentración Letal Media del Hierro
3
2,4917 mg/L

Concentración Letal Media
mg/L

2,5

2

1,5

1,3914 mg/L

1

0,5

0,2911 mg/L

0
1

2

3

4

5

6

7

8

Número de Prueba
CL 50-96

CL 50-96 Promedio

Límite Inferior

Fuente: Los Autores 2010.
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Límite Superior

9

10

Como se puede observar en la gráfica 2 y en la Tabla 11 los valores de toxicidad
para la Concentración Letal Media del Hierro varían en un rango de 0.2911 mg/L
(Límite Inferior) a 2,4917 mg/L (Límite superior) y con un promedio de 1.3914
mg/L. Los datos de las diferentes pruebas se encuentran dentro de los límites de
confianza, por lo tanto los datos hallados se validan.

Con lo que se concluye que la Concentración Letal Media (CL50-96) del Hierro es
de 1,3914 mg/L, con una tendencia a variar por debajo o por encima de dicha
concentración en 0,550 mg/L.

Este valor se encuentra por encima del establecido en el decreto 1594 de 1984
(0,1 mg/L) expresado en el artículo 45, que trata sobre los criterios de calidad
admisibles para la destinación del recurso para preservación de flora y fauna, en
aguas dulces, frías o cálidas y en aguas marinas o estuarinas.

Como criterios adicionales de calidad para no deben presentarse sustancias que
impartan olor o sabor a los tejidos de los organismos acuáticos, ni turbiedad o
color que interfieran con la actividad fotosintética.

Para la concentración hallada en esta investigación se presume que la presencia
de hierro altero el sabor del agua y seguramente en concentraciones mayores de
hierro puede llegar a producir alteraciones en la turbiedad y el color. Aunque la
presencia de hierro en las aguas no produce efectos de salubridad se
recomiendan tomar precauciones más por razones estéticas y de detección del
sabor.
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4.2.1 Análisis de Varianza de las Pruebas de Toxicidad para el Hierro.

En la tabla 14 se presentan los resultados del análisis de varianza para las 10
pruebas definitivas con Hierro:
Tabla 14. F calculado vs F teórico. Prueba Definitiva de Toxicidad con Hierro.

N° de
Prueba

Fecha

FC
(Calculado)

1

13/10/2009

17,127

2

13/10/2009

27,8

3

19/10/2009

13,415

4

19/10/2009

20,191

5

26/10/2009

53,965

6

26/10/2009

17,073

7

03/11/2009

14,731

8

03/11/2009

17,156

9

09/11/2009

13,851

10

09/11/2009

53,467

FT
(Teórico)

2,773

Fuente: Los Autores 2010.

Los resultados dejan ver que Fc (F calculado) > Ft (F teórico), indicando que se
rechaza la hipótesis nula, la cual indica que a diferentes concentraciones de tóxico
se produce el mismo efecto en los organismos y se acepta la hipótesis alterna o
verdadera.
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Podemos afirmar entonces que al aumentar las concentraciones del Hierro, el
porcentaje de mortalidad de los organismos también aumenta. Dicho de otra
manera, las diferentes concentraciones producen efectos diferentes en los
organismos de prueba.

Los metales pesados, representan una seria amenaza, para la salud de los peces,
y la fuente de contaminación más usual, es el agua del sitio de abastecimiento. No
obstante es habitual, que se produzcan intoxicaciones en los estanques,
especialmente por el uso de productos que contienen hierro en su composición.

Los daños producidos por hierro son extensivos a las agallas, riñones e hígado. El
pez necesita al hierro para producir la hemoglobina que es un líquido fisiológico
que sirve para la fijación y transporte del oxígeno hasta las células y tiene un papel
primordial en el proceso metabólico del pez, es decir, algo fundamental, para su
respiración. Cuando se exceden los niveles promedio de hierro se corre el riesgo
de producir en los peces una obstrucción de las branquias por la formación de
partículas de óxido o herrumbre. Éstas se depositan directamente en el órgano
respiratorio del pez causando una obstrucción del proceso respiratorio y por ende
su posterior muerte.
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4.3

ENSAYOS CON LA SUSTANCIA PURA MANGANESO, A PARTIR DEL

ÓXIDO DE MANGANESO (MnO2)
Para la realización de las pruebas de toxicidad con Manganeso se emplearon
Alevinos de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss) de 3 cm de longitud y 35-45
días de nacidos, los organismos fueron expuestos a diferentes concentraciones de
Óxido de Manganeso (MnO2) por un periodo de 96 horas, ya que está demostrado
que en este tiempo la mortalidad de los organismos de prueba se presenta por la
acción del tóxico y no por inanición (alimento) u otras variables (pH, temperatura,
oxigeno disuelto). El resultado de esta exposición es la Concentración Letal Media
CL50-96, que produce la mortalidad al 50% de la población expuesta en un tiempo
de 96 horas.

Inicialmente se determinó el 0 y el 100% de la mortalidad de los alevinos con la
prueba preliminar, teniendo en cuenta a que concentración ningún organismo se
ve afectado (0%) y de la misma manera a que concentración la mortalidad de los
organismos era total (100%). Al obtener estos rangos se realizaron repeticiones
con el fin de corroborar los datos y garantizar la homogeneidad de los resultados.

Realizadas las pruebas preliminares, se iniciaron las pruebas definitivas teniendo
en cuenta los resultados arrojados inicialmente (0% y 100% de mortalidad) para
determinar el rango y hallar el valor de la CL50-96 del Glifosato Hierro. El
procedimiento realizado cumple con los protocolos internacionales establecidos
por CETESB.

Se realizaron las diez (10) pruebas con concentraciones que variaban desde 0.1
p.p.m. hasta 20 p.p.m. de Manganeso, donde los valores más altos representaban
una mortalidad del 100% y el más bajo representaba una mortalidad del 0% (Ver
Anexos).
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Una vez obtenidos los resultados de las 10 pruebas se determinaron los Límites
de Confianza Inferior (LCI) y Límites de Confianza Superior (LCS) a través del
software estadístico PROBIT, los datos obtenidos de CL50-96, LCI y LCS fueron
promediados para determinar la Concentración Letal Media Definitiva como se
observa en la Tabla 15.
Tabla 15. Carta de Control de Prueba de Toxicidad para el Manganeso y sus límites de
Confianza.

N° de
Prueba

Fecha

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

17/11/2009
17/11/2009
23/11/2009
23/11/2009
30/11/2009
30/11/2009
08/02/2010
08/02/2010
15/02/2010
15/02/2010

Límite Inferior (mg/L)

CL50-98
(mg/L)

Límite
Superior
(mg/L)

0,1153
0,2252
0,0470
0,0541
0,0373
0,1113
0,0430
0,1809
0,2658
0,2538

0,5382
0,7302
0,3064
0,3578
0,4622
0,5700
0,4401
0,6124
0,8148
0,5847

1,299
1,5508
0,7898
0,9259
1,4259
1,4065
1,2670
1,3114
1,6709
1,0646

Sumatoria
Promedio (X) CL50-96
S
2S
Límite Superior (X + 2S)
Límite Inferior (X - 2S)

5,4168
0,5417
0,15762283
0,31524565
0,8569
0,2264

Fuente: Los Autores 2010.
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A partir de la tabulación de los datos, se obtiene la Concentración Letal Media del
Manganeso,

utilizando

los

organismos

Alevinos

de

Trucha

Arco

Iris

(Oncorhynchus mykiss) y sus límites de confianza:
Tabla 16. Resultado de Pruebas de Toxicidad con Manganeso.

Límite Superior

0,8569 mg/L

Concentración Letal Media (CL50-96)

0,5417 mg/L

Límite Inferior

0,2264 mg/L

En la Gráfica 3, se presenta la distribución de los resultados de la Carta de Control
obtenidos durante el tiempo de las pruebas, así mismo, el promedio obtenido y sus
respectivos límites.

111

Gráfica 3. Carta de Control Prueba de Toxicidad para Manganeso.

Concentración Letal Media del Manganeso
1
0,9

0,8569 mg/L

Concentración Letal Media
mg/L

0,8
0,7
0,6

0,5417 mg/L

0,5
0,4
0,3

0,2911 mg/L

0,2
0,1
0
1

2

3

4

5

6

7

8

9

Número de Prueba
CL 50-96

CL 50-96 Promedio

Límite Inferior

Fuente: Los Autores 2010.
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Límite Superior

10

Como se puede observar en la gráfica 3 y en la Tabla 16 los valores de toxicidad
para la Concentración Letal Media del Manganeso varían en un rango de 0.2264
mg/L (Límite Inferior) a 0,8569 mg/L (Límite superior) y con un promedio de 0,5417
mg/L. Los datos de las diferentes pruebas se encuentran dentro de los límites de
confianza, por lo tanto los datos hallados se validan.

Con lo que se concluye que la Concentración Letal Media (CL50-96) del Manganeso
es de 0,5417 mg/L, con una tendencia a variar por debajo o por encima de dicha
concentración en 0,157 mg/L.

Es claro que la concentración de manganeso obtenida no es muy representativa
aunque exceda la norma vigente, pero hasta el momento no se conocen efectos
nocivos para la salud de este elemento, sin embargo, las concentraciones
elevadas de Manganeso pueden acelerar el crecimiento biológico en los sistemas
acuáticos donde se encuentre presente y además contribuir a los problemas de
sabor y olor en el agua.

Los animales utilizan el Manganeso en el metabolismo de carbohidratos, proteínas
y grasas, pero el exceso puede llegar a interferir en el crecimiento normal, la
formación de huesos y en la reproducción.

Para algunos animales la dosis letal es bastante baja, lo cual significa que tienen
pocas posibilidades de supervivencia incluso a pequeñas dosis de manganeso
cuando este excede la dosis esencial.

Cuando el Manganeso es tomado a través de la piel este puede causar temblores
y fallos en la coordinación, situación que se observaba con facilidad durante la
realización de las pruebas con este elemento, los peces eran torpes en sus
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movimientos dentro de las peceras y en ocasiones viraban sin cesar en algunas
de ellas.

En este punto es importante mencionar que un estudio realizado por la Facultad
de Ingeniería Civil y Ambiental de la Universidad de Virginia (West Virginia
University) en el año 2003 titulado Use of treated mine water for rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) cultura, a preliminary assessment, buscaba evaluar la
viabilidad técnica de utilizar las aguas provenientes de una mina en el
mantenimiento de un cultivo de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss).

Inicialmente se realizaron pruebas fisicoquímicas para determinar la calidad del
agua proveniente de la mina y comparar estos resultados con las especificaciones
requeridas para la especie; posteriormente se realizaron pruebas toxicológicas con
los diferentes compuesto químicos encontrados en el agua, se evaluó la
concentración letal media producida por los elementos Hierro, Aluminio,
Manganeso y Calcio, los resultados obtenidos para nuestros tóxicos se muestran
en la Tabla 17.

El estudio demostró que aún cuando se excedían los límites recomendados para
el cultivo de los salmónidos el pez crecía y mostraba bajos índices fisiológicos de
estrés producida por estos agentes tóxicos.

Tabla 17. Resultados obtenidos West Virginia University.

CL50-96 del Hierro
(mg/L)

CL50-96 del Manganeso
(mg/L)

Límite Inferior

0,2

0,2

Promedio

1,2

0,7

Límite Superior

1,6

1,1
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4.3.1 Análisis de Varianza de las Pruebas de Toxicidad para el Manganeso.

En la tabla 18 se presentan los resultados del análisis de varianza para las 10
pruebas definitivas con Manganeso:
Tabla 18. F calculado vs F teórico. Prueba Definitiva de Toxicidad con Manganeso.
.

N° de
Prueba

Fecha

FC
(Calculado)

1
2

17/11/2009
17/11/2009

38,322
59,720

3
4
5

23/11/2009
23/11/2009
30/11/2009

52,080
29,920
33,240

6
7

30/11/2009
08/02/2010

80,520
14,510

8
9

08/02/2010
15/02/2010

45,743
29,836

10

15/02/2010

63,821

FT
(Teórico)

2,773

Fuente: Los Autores 2010.

Como lo muestra el tabla 18, se observa que Fc > Ft, esto quiere decir, que se
rechaza la hipótesis nula y se acepta la hipótesis alterna; por lo tanto, se concluye
que las diferentes concentraciones producen efectos diferentes en los organismos
de prueba.
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4.4.

PRUEBAS DE TOXICIDAD CON EL VERTIMIENTO DE UNA INDUSTRIA

TIPO.

En la realización de los bioensayos de toxicidad para el vertimiento, se utilizaron
las aguas residuales de un proceso metalúrgico realizado en la Empresa Zintepec
Ltda., estos vertimientos fueron analizados para determinar sus parámetros
fisicoquímicos y la concentración de Hierro y Manganeso presentes en la misma.
(Ver Anexos)

Para realizar las pruebas de toxicidad, se diluyó el vertimiento a 20, 40, 60, 80 y
100% V/V, estos valores se tomaron con base a la escala de valores encontrados
en la metodología CETESB, donde se indica tomar valores aleatorios en base 10.

Realizada la prueba de toxicidad con las concentraciones antes mencionadas, se
observo que los alevinos expuestos al ensayo de toxicidad murieron en un 100 %,
por tal motivo se procedió a preparar diluciones que variaban entre 0,1 y 20 %
(%V/V). Ver Anexos.

Para determinar la CL50‐96 y sus límites de confianza superior e inferior, se
realizaron 4 pruebas definitivas en los meses de Febrero y Marzo, en la tabla 19
se registran los datos obtenidos:
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Tabla 19. Carta de Control de Prueba de Toxicidad para el Vertimiento Industrial y sus
límites de Confianza.

N° de
Prueba
1
2
3
4

Fecha

Límite
Inferior
(mg/L)

CL50-98
(mg/L)

Límite
Superior
(mg/L)

22/02/2010
22/02/2010
01/03/2010
01/03/2010

2,5409
1,9770
2,5635
2,0611

4,7511
3,6119
4,1786
3,6507

9,2248
6,3150
6,4020
6,1499

Sumatoria
Promedio (X) CL50-96
S
2S
Límite Superior (X + 2S)
Límite Inferior (X - 2S)

16,1923
4,0481
0,53523716
1,07047432
5,1185
2,9776

Fuente: Los Autores 2010.

La tabla 20 muestra la distribución de los datos obtenidos durante el tiempo de las
pruebas del vertimiento, de la misma forma se presentan el promedio de la
Concentración letal Media y sus respectivos límites de confianza.

Tabla 20. Resultado de Pruebas de Toxicidad con el Vertimiento Industrial.

Límite Superior

5,1185 % V/V

Concentración Letal Media (CL50-96)

4,0481 % V/V

Límite Inferior

2,9776 % V/V

Fuente: Los Autores 2010.

Los datos de las diferentes pruebas se encuentran dentro de los límites de
confianza, por lo tanto los datos hallados se validan.
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Con lo que se concluye que la Concentración Letal Media (CL50-96) del vertimiento
es de 4,0481 % V/V, con una tendencia a variar por debajo o por encima de dicha
concentración en 0,53%. Los valores de toxicidad oscilan en un rango de 2,9776 y
5,1185 % (V/V).

En los ensayos de toxicidad realizados con el vertimiento se observa que la
mortalidad de los alevinos expuestos a dicha prueba se debe a la presencia de
Hierro y Manganeso en la muestra tratada; pero se debe tener en cuenta la
presencia de otros contaminantes en el agua residual estudiada, ya que proviene
de una industria metalúrgica que además utiliza otras materias primas y por ende
genera otros metales pesados que seguramente y en una menor proporción
pudieron contribuir en la muerte de los organismos expuestos a la prueba.

La Gráfica 4, muestra la distribución de los datos de toxicidad del vertimiento,
obtenidos durante el tiempo de las pruebas, así mismo, el promedio obtenido y sus
respectivos límites.
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Gráfica 4. Carta de Control Prueba de Toxicidad para el Vertimiento Industrial.

Concentración Letal Media para el Vertimiento
Industrial

Concentración Letal Media
% v/v

5,5

5,1185 % v/v

5
4,5

4,0481 % v/v

4
3,5
3
2,5

2,9776 % v/v

2
1

2

3

4

Número de Prueba
CL 50-96

CL 50-96 Promedio

Límite Inferior

Fuente: Los Autores 2010.
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Límite Superior

4.4.1 Análisis de Varianza de las Pruebas de Toxicidad para el Vertimiento
Industrial.

En la siguiente tabla se muestran los resultados del análisis de varianza para las 4
pruebas definitivas con el vertimiento industrial:

Tabla 21. F calculado vs F teórico. Prueba Definitiva de Toxicidad con el Vertimiento
Industrial.

N° de
Prueba

Fecha

FC
(Calculado)

1

22/02/2010

30,396

2

22/02/2010

54,812

3

01/03/2010

50,267

4

01/03/2010

34,614

FT
(Teórico)

2,773

Fuente: Los Autores 2010.

Como lo muestra la tabla, el F calculado es mayor al F teórico, en las pruebas
definitivas con el vertimiento, por lo tanto se rechaza la hipótesis nula y se
garantiza la validez de los datos.
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4.5

COMPORTAMIENTO DE LOS ALEVINOS DURANTE LAS PRUEBAS DE

TOXICIDAD.

A continuación se presenta una secuencia de la respuesta que presentan los
alevinos de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), durante el tiempo de
exposición a los diferentes contaminantes.

Tiempo De Exposición: 3 Horas

Observaciones

Una vez comenzada la prueba se
puede observar que los alevinos de
Trucha Arco Iris se encuentran en buen
estado y en este periodo de tiempo no
hay mortalidad de los organismos
expuestos al Hierro y al Manganeso.

Tiempo De Exposición: 6 Horas

Observaciones

En este periodo de tiempo los
organismos
a
prueba
están
comenzando a asimilar el toxico y
empiezan a presentar nado errático,
pero todavía no se presenta mortalidad.
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Tiempo De Exposición: 24 Horas

Observaciones
Luego de 24 horas de iniciar la prueba
los organismos expuestos ya muestran
las consecuencias del toxico y se
observa la muerte de uno o dos,
además presentan dificultad para
respirar (asfixia), se va oscureciendo la
epidermis, muestran signos nerviosos y
movimientos natatorios lentos.

Tiempo De Exposición: 48 Horas

Observaciones
El toxico ya está en el metabolismo de
los alevinos, presentan dificultad para
respirar y se observa inflamación en las
branquias,
oscurecimiento
de la
epidermis, signos nerviosos, algunos
peces suben a la superficie con
movimiento rápidos, en muchos de los
casos los ojos se ubicaban fuera de sus
orbitas y muchos de los peces saltan de
las peceras para evitar el tóxico.
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Tiempo De Exposición: 72 Horas

Observaciones
Al completar 72 horas se puede
observar que el 50% de la población de
alevinos ha muerto. Cabe resaltar que
después de transcurrido este lapso de
72 horas, la mortalidad de los
organismos se mantiene estable sin
mostrar diferencias entre las 72 y las 96
horas. En este tiempo se encuentra
visible cual es la concentración que
produce el 100% de la muerte de los
organismos en prueba.

Tiempo De Exposición: 96 Horas

Observaciones

Hasta las 96 horas la mortalidad de los
organismos aumenta en muchas
peceras alcanza el 100%, el toxico ya
ha producido los efectos en los
organismos.
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4.6

OBTENCIÓN DE LA CARGA TÓXICA E ÍNDICE TOXICOLÓGICO

La carga e índice toxicológico se determina con el fin de evaluar y clasificar el
vertimiento que contiene Hierro y Manganeso. Para el cálculo del índice
toxicológico se contó con la información del nivel trófico afectado (Oncorhynchus
mykiss), caudal del vertimiento industrial, concentración letal media del vertimiento
y carga tóxica del efluente.

Una vez conocida la toxicidad de los efluentes, es posible la estimación de su
carga tóxica. Por lo tanto, se puede estimar la contribución de cada una de las
muestras del efluente con respecto a su cuerpo receptor.
Para el cálculo de la carga toxicológica se utiliza la siguiente ecuación30:
100

ó
De la ecuación se tiene que:

La carga tóxica se expresa en Unidades Tóxicas (UT).

CL50-96 = Concentración Letal Media del efluente que produjo la muerte del 50% de
los organismos expuestos en un periodo de 96 horas.

Q = Caudal promedio del efluente, el cual varía según la producción de la industria
evaluada, (m3/día).

30

ESCOBAR, Pedro Miguel. Implementación de un Sistema de Alerta de Riesgo Toxicológico utilizando
Daphnia Pulex para la Evaluación de Muestras Ambientales. 1997.
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Con el cálculo y transformación logarítmica en base 10 de la carga tóxica se
obtiene el índice toxicológico de la siguiente manera31:
1
4.6.1 Obtención Carga Tóxica e Índice Toxicológico de la muestra del
Vertimiento Industrial.

4.6.1.1 Carga Tóxica del Vertimiento Industrial.
El caudal promedio que maneja la Empresa Zintepec Ltda., es 5,1 m3/día, y la
Concentración Letal Media que se determino en las pruebas fue 4,0481% v/v,
entonces utilizando la ecuación, tenemos:

ó
ó

100
5,1
4,0481

/ í

125,985

4.6.1.2 Índice toxicológico del vertimiento industrial.

Teniendo el dato de la carga tóxica, el índice toxicológico se calcula de la siguiente
forma:
1

31

125,985

2,103

Ibíd. p. 124
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Una vez se han obtenido los datos correspondientes es posible clasificar el
vertimiento siguiendo una escala de valores (Ver Tabla 22) establecida por
ESCOBAR MALAVER, Pedro Miguel, en su documento titulado: “
Implementación
de un sistema de alerta de riesgo toxicológico utilizando Daphnia pulex para la
evaluación de muestras ambientales”
, para la cual tenemos que la carga tóxica
para el vertimiento utilizado es REDUCIDA.

Tabla 22. Rangos de Índice Tóxico

Rangos

Carga Tóxica

1 –1,99

Despreciable

2 –2,99

Reducida

3 –3,99

Moderada

4 –4,99

Considerable

>5

Elevada

Fuente. Escobar, Pedro. 1997

Pero si se tiene en cuenta que la CL50-96 que se determinó para el vertimiento,
causa efectos letales al 50% de la población utilizada a nivel de laboratorio, seria
objetivo señalar que si este tipo de efluentes fueran descargados a un cuerpo de
agua directamente, podrían causar de la misma forma la muerte de por lo menos
el 50% de la población de organismos que se encuentren en el cuerpo de agua,
aunque se determine que la carga tóxica es reducida el impacto ambiental que
surgiría puede ser significativo.
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5. CONCLUSIONES

Desde el punto de vista de la protección del ambiente, se trata de determinar con
estos bioensayos, la concentración del tóxico que se puede permitir en un cuerpo
de agua, sin que cause daño significativo a los organismos acuáticos.

La evaluación del riesgo y el impacto que se puede causar al medio ambiente se
juzga basándonos en el efecto teórico del contaminante sobre los organismos y en
valores de CL50-96 calculada a partir de estos bioensayos.
Se determinó la Concentración Letal Media (CL50-96) del Hierro sobre Alevinos de
Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss), estableciendo que el valor de la CL50-96,
con sus respectivos límites de confianza, osciló entre 0.2911 mg/L y 2,4917 mg/L
presentando un valor promedio de 1.3914 mg/L indicando que a esta
concentración se muere la mitad de los organismos expuestos al tóxico. Estos
datos fueron obtenidos siguiendo minuciosamente los protocolos establecidos por
CETESB y por la Universidad de La Salle, garantizando resultados confiables.

Así mismo, la Concentración Letal Media (CL50-96) del Manganeso sobre Alevinos
de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss) con sus respectivos límites de
confianza, osciló entre 0.2264 mg/L y 0,8569 mg/L presentando un valor promedio
de 0,5417 mg/L indicando que a esta concentración se muere la mitad de los
organismos expuestos al tóxico.

Los resultados obtenidos en las pruebas de sensibilidad fueron homogéneos,
dando una viabilidad al momento de hacer los ensayos preliminares y definitivos
con los tóxicos de referencia, estableciendo el buen estado fisiológico y de
aclimatación de los alevinos de trucha arco iris, garantizando la confiabilidad de
127

los resultados. Se estableció que los datos de la Concentración Letal Media (CL5096)

para el Dicromato de Potasio, con sus respectivos límites de confianza, osciló

entre 33,8657 mg/L y 64,5573 mg/L presentando un valor promedio de 49,2115
mg/L. Estos datos fueron comparados con otras investigaciones realizadas la
Universidad de la Salle donde se han obtenido datos como, 56,43 mg/L
(Determinación de la CL50-96 de Cadmio y Aluminio mediante bioensayos con
Trucha arcoíris “
alevinos de Oncorhynchus mykiss - Ángela Grijalba y Oscar Javier
Bernal) y 51.43 mg/L (Determinación de la CL50-96 del Plomo y Níquel utilizando
alevinos de trucha arcoíris Oncorhynchus mykiss - Julián Agudelo y Paula Ortiz).

Al obtener los resultados se les realizó el análisis de varianza con una
confiabilidad del 95%. Esto nos demostró estadísticamente que la hipótesis nula,
que indica que a diferentes concentraciones de tóxico se produce el mismo efecto
en los organismos, fue rechazada, aceptando la hipótesis verdadera, la cual
señala que a diferentes concentraciones los efectos sobre los organismos varían
(a mayor concentración, mayor número de organismos muertos).

El empleo de O. mykiss como organismo de prueba, se hace porque presenta
condiciones de disponibilidad de individuos durante casi todo el año, se conocen
sus requerimientos alimenticios y se mantienen con facilidad en condiciones de
laboratorio. Además se conoce que los salmónidos son peces estrictos en cuanto
a las condiciones del medio acuático donde viven y son poco adaptables a un
entorno que le sea adverso.

Durante los ensayos se observaron reacciones en los organismos de prueba, por
ejemplo, dificultad para respirar, presencia de hongos en la piel, oscurecimiento de
la epidermis, signos nerviosos, algunos peces subían a la superficie, movimientos
natatorios lentos y en muchos casos los ojos se ubicaban fuera de sus orbitas.
Una vez que los peces sentían la presencia del tóxico en el agua, empezaban a
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nadar en todos los sentidos a grandes velocidades y muchos de ellos saltaban de
las peceras para evitar ingerir el tóxico.

Se realizó el análisis del vertimiento industrial proveniente de la Empresa Zintepec
Ltda., obteniéndose una Concentración Letal media (CL50-96) de 4,0481% v/v y un
Índice Toxicológico de 2,103; demostrando que a pesar de presentar una carga
tóxica reducida, podría causar un alto impacto a los ecosistemas acuáticos,
generando la muerte del 50% de los organismos.

El índice de toxicidad expresa los resultados de varios ensayos de toxicidad como
un valor único, que indica el nivel de toxicidad de la muestra. El procedimiento
para categorizar el vertimiento de la industria se estimo basados en el promedio
de toxicidad de los test definitivos para vertimientos y la medida del volumen de
descarga del efluente, para finalmente obtener el ponderado del potencial de
efecto tóxico.

El efecto tóxico sobre el sistema biológico de los alevinos de Trucha Arco Iris es
ejercido por la acción combinada de todas las sustancias nocivas presentes en el
vertimiento. No se puede asegurar que la muerte de los Alevinos expuestos a la
prueba de toxicidad con el vertimiento fue provocada exclusivamente por la
presencia de Hierro y Manganeso.

Se mantuvo un control constante de parámetros de calidad durante la realización
de las pruebas de toxicidad, verificando así que la muerte de los organismos se
genera por los metales usados y no por otros factores externos, tales como el pH,
la temperatura o la dureza del agua.
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6. RECOMENDACIONES

Es importante tener un control constante de parámetros como pH, oxígeno
disuelto, temperatura antes y durante las pruebas de toxicidad, además es
importante mantener limpios los acuarios y las peceras para garantizar excelentes
condiciones de los organismos para la realización de las pruebas.

Para evitar la mortandad elevada de los organismos es necesario contar con un
buen numero de aireadores que garanticen un alto nivel de oxigeno disuelto y
además no saturar los acuarios de peces. Es recomendable agregar a un acuario
de 100 L. una cantidad no mayor a 130 peces para evitar la saturación y la
disminución del oxigeno.

Los reactivos que se utilicen durante el proceso de bioensayo, deben ser reactivos
analíticos, nuevos y de marca reconocida, para garantizar que las soluciones sean
de calidad y que no varíen los resultados por fallas o contaminación de reactivos.

Se considera necesario adecuar aún más el laboratorio de bioensayos para
realizar este tipo de pruebas. Si se trabaja con metales pesados o residuos
peligrosos, es necesario contar con un lugar especial para preparar las soluciones
y evitar la contaminación que puede presentarse con las sustancias u organismos
de otros proyectos que se realizan al interior del laboratorio. Esto se debe a que
existen residuos peligrosos que se disuelven en el agua y por lo tanto pueden
ocasionar la muerte de los organismos de prueba.

Considerando que la especie de Trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss) no es
originaria de Colombia, sino que por el contrario es una especie introducida, su
producción se limita a pocos criaderos y su presencia no es común en todos los
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cuerpos de agua, sería factible realizar un estudio de toxicidad, como el de esta
investigación, con alguna especie nativa, originaria de nuestro de país.

El costo de este tipo de investigación es bastante alto y muchas veces es
necesario suspender las pruebas por falta de recursos y esto dificulta la obtención
de resultados consecutivos; en proyectos de investigación como los realizados en
el área de bioensayos se requiere más apoyo de la Universidad, no solo lo que
tiene que ver con las instalaciones físicas, sino también lo relacionado con la parte
financiera.

Es importante seguir realizando pruebas de toxicidad con organismos, empleando
las sustancias de interés sanitario descritas en el Decreto 1594 de 1984,
obteniendo así la mayor cantidad de referencias que puedan complementar los
datos que allí se encuentran para que posteriormente sean aplicados en los
diferentes climas, especies y ecosistemas del territorio nacional teniendo en
cuenta la gran variedad y las diferencias entre cada uno de ellos.
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